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Le phénomeéne de la bactériophagie chez les anaérobies ne semble 
pas avoir été étudié jusqu’ici. Cette lacune pourrait étre expli- 
quée par la rareté des bactériophages anaérobies dans les collec- 
tions des laboratoires. 

Dans l'étude qu'il fit de la bactériophagie chez une Shigella, 
d’Hérelle [42], dés le début, a fixé les traits essentiels du phéno- 
méne chez les bacilles aérobies. Il introduisait dans une culture 
jeune un ou, au maximum, deux corpuscules bactériophagiques 
et observait, a intervalles réguliers, leur multiplication. De ses 
résultats, il conclut que « ...la multiplication des corpuscules 
bactériophagiques se fait, non pas d’une maniére progressive, 
continue, mais par a-coups successifs (p. 104) ; ...quand le phage 
qui a pénétré dans une bactérie a formé une colonie d’un certain 
nombre d’éléments, la bactérie éclate brusquement, libérant dans 
le milieu les jeunes corpuscules... » (p. 118). Cette libération, 
d’aprés d’Hérelle, s’effectue durant toute la croissance bacté- 
rienne, aprés une période de latence, variable avec la variété du 
phage et de la bactérie. 

Maitland (1922) [49] et surtout Burnet (1929) [2], Gratia (1936) [9], 
Ellis et Delbriick (1939) [7], Delbrick (1940) [4], Delbriick et 
Luria (1942) [5] ont confirmé puis développé ces faits. 

Par contre, Doerr et Grtninger (1923) [6], Bronfenbrenner 
(1928) [4], Krueger et Northrop (1930) [45, 46], Lin (1934) [17], 
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Clifton et Morrow (1936) [8], Northrop (1939) [20] soutenaient 
que la production du bactériophage suit la croissance bactérienne 
d’une facon progressive, sans bonds successifs, mi destruction 
cellulaire. L’augmentation du taux du hactériophage s’arréte 
avant ou au début de la lyse de la culture. Cette lyse n’est qu’un 
phéenoméne secondaire et survient quand le rapport phage/bacté- 
ries atteint une certaine valeur. 

Doerr et Griininger, en 1923 [6] ont remarqué que le nombre des 
evermes d'une culture d’E. coli contaminée par le bactériophage 
demeure pendant les premiéres heures égal au nombre de germes 
dune culture normale (malgré augmentation du ttre pacterion 
phagique). Des observations semblables concernant, soit ]’opacité 
de la culture, soit le nombre de bactéries, ont été faites sur un 
Staphylocoque par Krueger et Northrop [46], par Guelin et Kre- 
guer [44] sur une souche de Cl. perfringens; par Lwoff et 
Gutmann [48] sur une souche lysogéene de B. megatherium ; par 
van den Ende, Don, Elford, Challice et Hotchin [8] sur les souches 
lysogénes de Pseudomonas aeruginosa. . 

Les recherches sur la multiplication de deux bactériophages 
anaérobies, M et W, en présence de souches de Cl. perfringens 
(Welchia perfri ingens, souches M et Weinberg), font l’objet de 
ce mémoire. L’étude détaillée de la taille des corpuscules est 
complétée par les images électroniques prises aux différents 
moments du développement des cultures infectées. 

La taille des corpuscules-phages a été déterminée soit par 
filtration, soit par des mesures directes sur les images électro- 
niques, 

Pour la détermination de la taille par mensuration sur les 
microphotographies, Je lysat bactérien a été filtré d’abord sur 
une membrane Gradocol de 0,70 w, afin de débarrasser la pré- 
paration des débris bactériens. Le liquide obtenu a été centrifugé 
ensuite pendant trois heures a la vitesse de 18 000 t/m. Le dépot 
a été repris avec 1 ml d’eau distillée. La suspension titrait 
environ 2.103? corpuscules par millilitre. Les résultafs des 
mesures ont été les suivants : 


Bactériophage M téte .. .. . 25:10 mp 
Baclériophage W téte ... . . 60+ 10 my; queue : 120 X15 mu 


Pour la détermination de la taille par filtration, le lysat 
préalablement filtré sur membrane Gradocol de 0,7 mu, est 
ensuite refiltré sur des membranes de porosités différentes : 


POROSITES 
an $$ DIMENSIONS 
720 440 250 140 76 54 40 en mu 
Phage M.... 40° + + 7.408 — — — 40 E10 


Phage Wo. 1 108) Ae ee ee 16 10 
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Nous avons déja eu l’occasion de souligner que, dans des 
conditions données, la multiplication d’un phage perfringens et 
la lyse compléte de Ja culture s’effectuent avec une précision 
remarquable dans le temps. Ces faits, constatés avec le bacté- 
riophage M (1949) [40], sont également valables pour le phage W. 
En opérant toujours avec le méme milieu, ainsi qu’avec la méme 
quantité de germes et de bactériophages au départ, il est possible 
de préciser d’avance le moment de l’augmentation maximum du 
titre bactériophagique et de la lyse de la culture. 

Nous exposerons ici les techniques employées avec les deux 
phages ; la méme méthode est appliquée pour leur régénération. 


METHODE EMPLOYEE POUR LE BACTERIOPHAGE M. — Ce phage est 
actif sur une souche de Cl. perfringens M. Introduit en quan- 
tité suffisante dans une culture en pleine croissance, le bacté- 
riophage atteint facilement son titre (10*°) au bout de soixante 
a quatre-vingt-dix minutes. L’éclaircissement des cultures sur- 
vient réguliérement (parfois en l’espace de dix minutes) a la fin 
de chaque expérience. 

Un tube de Hall contenant du bouillon glucosé (1 p. 1000) est 
ensemencé avec une culture de quinze heures et placé au bain- 
marie 4 37°. Aprés quatre heures, repiquage de 1 ml au fond 
d’un tube de 22 mm de diamétre, contenant 40 ml d’eau peptonée 
glucosée. Le tube a été préalablement maintenu au bain-maric 
a 100° pendant quinze minutes et on a ajouté ensuite 0,4 ml de 
glucose a 30 p. 100. 

Lorsque Vopacité indique que le titre bactérien s’éléve aux 
environs de 4.10’ germes par millilitre, la culture est divisée 
en deux parties (dans les deux tubes de 17 mm de diamétre), 
4 raison de 20 ml par tube. Les deux tubes sont placés au }ain- 
marie a 37°. 

On introduit alors dans |’un des tubes 0,1 ml de filtrat bacté- 
riophagique. L’autre tube sert de témoin et ne recoit que la 
méme quantité d’eau peptonce. 

On pratique des prélévements 4 intervalles réguliers, de 0,1 ml 
dans chaque tube, pour les titrages du bactériophage et des 
bactéries. Chacun de ces prélévements est porté dans 10 ml 
d’eau peptonée, refroidie dans un mélange d’eau et de glace. 
Les titrages des bactéries sont effectués immédiatement aprés 
chaque prélévement. Le bactériophage est titré a la fin de l’expé- 
rience seulement. 

Le nombre total des bactéries a été évalué sous le microscope 
i’ laide d’une cellule compte-bactéries. Cette évaluation ne pré- 
sente aucune difficulté, étant donné les dimensions considérables 
des germes (0,8 4 1,2 w). 

Afin de déterminer le nombre des germes capables de se multi- 
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plier, nous avons essayé les titrages en gélose profonde (tubes 
de Veillon), mais cette méthode n’a pas permis de suivre regu- 
liérement la quantilé des germes contaminés. Dés que le titre 
du bactériophage commence a s’élever, celui de la culture (dont 
Vopacité va pourtant en augmentant) révéle des colonies en 
nombre insuffisant par rapport a la turbidité de la culture. HU 
est probable qu’un certain nombre de bactéries ayant fixé des 
corpuscules, et transportées dans la gélose y soient lysées par les 
phages qui se multiphent en méme temps. 

Les titrages du bactériophage ont été faits sur plaques de 
eélose 4 1 p. 100, par le procédé de la numération des plages. 
Apres le titrage, les plaques sont placées dans une cloche a vide 
a 87°. Le titre obtenu concerne uniquement le bactériophage 
libre ; les dilutions relativement fortes de la culture (nécessaires 
pour obtenir les corpuscules isolés) ¢liminent d’emblée toutes les 
bactéries. 


MiTHODE EMPLOYEE POUR LE BACTERIOPHAGE W. — Ce phage 
est actif sur une souche de Cl. perfringens Weinberg. Aprés la 
régénération, son titre dépasse rarement 10°. La lyse complete 
des cultures ne survient pas régulicrement, on n’observe souvent 
qu’un éclaircissement passager. 

Il nous a été impossible d’appliquer ici la technique employée 
pour Je phage M. Les bactéries se développaient mal dans les 
tubes ordinaires. Aprés la division des cultures en deux parties, 
la croissance des bactéries a été arrétée pendant plusieurs heures. 
I’introduction des germes trés jeunes dans les tubes séparés, au 
début de l’expérience, nous a permis d’obtenir le développement 
réguher et la lyse de la culture 4 la fin de chaque expérience. 

La veille de Pexpérience, le tube de Hall contenant le bouillon 
glucosé est ensemencé avec une culture de quinze heures et placé 
a Vétuve a 37°. Dés qu’un trouble apparait dans la partie infé- 
rieure du tube, la culture est placée a la température du labo- 
ratoire, ‘Le lendemain, un nouveau tube de Hall est ensemencé 
avec la culture de la veille et placé au bain-marie a 37° pendant 
trois heures et demie ; 3 ml de cette jeune culture sont intro- 
duits au fond de chacun des deux tubes de 17 mm, contenant 
15 ml d’eau peptonée. Les tubes ont été préalablement maintenus 
a 100° pendant quinze minutes et on leur a ajouté 0,3 ml de 
glucose 4 30 p. 100. Bain-marie 4 37° pendant soixante-quinze 
a quatre-vingt-dix minutes. Aprés ce délai, on apercoit de nom- 
breuses bulles de gaz remontant du fond des tubes. 

Introduction de 0,1 ml de filtrat bactériophagique dans l’un des 
tubes, l’autre servant de témoin. On procéde ensuite aux préle- 
vements et aux titrages des phages et des bactéries par les 
méthodes indiquées dans les expériences avec le bactériophage M. 
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Les cultures contaminées par le bactériophage ont été étudiées 
au microscope électronique au cours des différentes phases de 
leur croissance. La:souche M a été l’objet principal de cette 
étude. Les cultures ont été préparées suivant la technique indi- 
quée plus haut. La lyse a été enregistrée au moyen d’un absorp- 
liométre (fig. 1). 

Toutes les quinze minutes, 1 ml de culture a été lavé, fixé 
a acide osmique (0,005 p. 100) et relavé. I goutte de cette prépa- 
ration est placée sur le porte-objet recouvert préalablement d’une 
mince couche de collodion, Quand la préparation devient séche, 
elle est lavée encore a l’eau distillée et ombrée a lor. 

Les résultats des recherches faites, au cours de la multiplica- 
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Fic. 14. — Multiplication de Cl. perfringens M contaminé avec le bactériophage M. 
Le nombre de germes est évalué par l’absorptiométre. (Courbe ——___ 
bactéries; courbe --------- , bactéries + pactériophage ; courhe 
bactériophage ). 


tion de deux bactériophages anaérobies (M et W), en présence 
des souches de Cl. perfringens M et Weinberg, sont exposés 
dans les figures 1, 2, 3 et 4 et complétés par les images électro- 
niques (planche 1). . . 

La taille du bactériophage W déterminée par l ultrafiltration et 
par les mesures directes sur les micro-images est de 75 + 10 mp. 
La téte, arrondie, est munie d’une queue allongée, qui se termine 
par un petit renflement. Kriss et Tikhonenko [44] ont observé 
récemment un bactériophage constitué par une chainette de 
macromolécules. Une partie de cette chainette, tournée en spirale, 
formait la téte du corpuscule. Le bout opposé, restant libre, for- 
mait la queue. ; 

La taille du bactériophage M est de 40 + 10 mp. Sa morpho- 
logie ne ressemble en rien a celle du bactériophage W ; sur la 
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préparation, on n’observe gue de petits éléments bien sphériques. 

La multiplication de ces deux bactériophages anaérobies res- 
semble, dans ses lignes générales, 4 celle des phages aérobies. 
Les résultats obtenus avee le phage M exposés ci-dessus restent. 
dans les conditions données, valables pour le bactériophage W 
(sauf en ce qui concerne le temps). 

Le phage M introduit dans une culture en pleine croissance 
voit son titre diminuer. Au bout de vingt-cing a trenle minutes, 
le titre s’éléve rapidement. Comme il a déja été précisé pour les 
phages aérobies par d’Hérelle [42] et Northrop [24] et par 
Guelin [40] pour un phage anaérobie, Ja prolifération des cor- 
puscules est d’autant plus intense que le nombre introduit au 
début de l’expérience en est moins grand. Le bactériophage M 
ayant au départ 40000 corpuscules par millilitre (4.10*) voit son 
litre augmenter de 125 000 fois [5.19°] (fig. 2 A). Aprés l’intro- 
duction de 5 millions de corpuscules par millilitre, laugmenta- 
lion obtenue n’est que de 6000 fois [8.107°] (fig. 2 B). Le bacte- 
riophage W, dans les mémes conditions, montre une dugmenta- 
tion de 3000 fois, avec 60000 corpuscules, et de 140 fois avec 
7 millions de corpuscules au départ (fig. 2 C et D). 

L’augmentation du titre bactériophagique se fait généralement 
entre 60 et 90 minutes. Elle se maintient encore tout au début 
de la diminution de la quantité des bactéries, révélée par le 
lilrage, juste avant l’éclaircissement complet de la culture. Mais 
cet éclaircissement n’entraine pas, en général, des changements 
notables du titre bactériophagique. 

Malgré Vaugmentation considérable du _ bactériophage, le 
uombre total des bactéries continue de s’accroitre progressive- 
ment. Dans les conditions données, leur nombre évalué a l’aide 
dune cellule compte-bactéries se rapproche ou reste sensi- 
blement égal 4 celui des bactéries témoins. Les images ¢lectro- 
niques permettent de constater que la culture contaminée par le 
baclériophage contient des membranes partiellement vidées. Elles 
gardent souvent leurs contours intacts et sont observées quinze 
minutes apres V’introduction du phage. Le maintien de l’opacité 
de la culture infectée peut étre partiellement expliqué par la 
présence de ces membranes. I] ne faut cependant pas oublier 
que lTopacité d’une suspension des cellules rompue mécani- 
quement (Hotchin, Dawson et Elford [44}), ne constitue qu’un 
dixiéme de l’opacité des cellules intactes. 


Reésumn. 


La morphologie et la multiplication de deux bactériophages 
anaérobies ont été étudiées en présence de souches de Cl. per- 
fringens (Welchia perfringens). 
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Fic. 2. — A, multiplication du bactériophage W avec 4 000 corpuscules par m1 
au départ. Augmentation du titre : X 425 000 fois. B, multiplication du bacté- 
riophage M avec 5 000 000 de corpuscules au départ. Augmentation du titre : 
>< 6 000 fois. C, multiplication du bactériophage W avec 60 000 corpuscules 
au départ. Augmentation du titre : X 3 300 fois. D, multiplication du bacté- 
riophage W avec 7 000 000 de corpuscules au départ. Augmentation du titre : 
> 143 fois. (Le nombre de germes est évalué a l’aide d'une cellule compte- 
haetéries.) Courbe —aammmmx, bactéries normales; courbe - -- ------ , bac- 
téries + bactériophage; Courbe —--——, bactériophage. 
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La multiplication des corpuscules-phages anaérobies s’effectue 
aux sie des cellules bactériennes tout le long de la crois- 
sance de la culture. Les cellules détruites sont constatées quinze 
minutes aprés Vintroduction du bactériophage. 

Les membranes bactériennes vidées conservent souvent leurs 
contours intacts. Leur présence fausse les estimations du nombre 
de germes a l'aide d’une cellule compte-bactéries. 
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PLANCHE I 


Fic. 14. — Bactériophage W, actif sur Cl. perfringens Weinberg (partiellement 
purifié). Gross. : X 28 600. 


Fic. 2. — Bactériophage M, actif sur Cl. perfringens M. Gross. : & 9 820. 
Fic. 3. — Cl. perfringens M. Gross. : & 5 000. 


Fic. 4. — Membrane d'une bactérie de Cl. perfringens M obtenue par agitation 
des cellules avec des billes de verre. Gross. : & 8 600. 


Fic, 5 et 5 a. — Bactéries de Cl. perfringens M, quinze minutes aprés leur 
contact avec le bactériophage M. On constate l’aspect « rongé » de certaines 
cellules di a leur non-homogénéité (fig. 5), ainsi que des membranes bacté- 
riennes partiellement vidées (fig. 5 a). Gross. : & 9 800. 
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Fic. 6 et 6 a. — Bactéries de Cl. perfringens M, soixante minutes aprés leur 
contact avec le |bactériophage M. Méme aspect que sur les figures 5 et 5 a. 
Gross. : X 9 500. 


Fic. 7. — Culture de Cl. perfringens M, quatre-vingt-dix minutes aprés son 
contact avec le bactériophage M. On constate la présence d’un grand nombre 
de débris cellulaires. Gross. : & 9 500. 


PERSISTANCE DU CARACTERE LYSOGENE DU BACILLE 
DE LISBONNE 
EN BOUILLON OXALATE ET EN MILIEU SYNTHETIQUE 


par J. BEUMER et M™ M. P. BEUMER-JOCHMANS (”). 


(Institut Pasteur de Bruxelles.) 


Le phage (phage L) que libére le Bacille lysogéne de Lisbonne 
ne lyse pas le B. de Shiga en bouillon privé de calcium par 
addition d’oxalate de soude (J. Bordet [4]). I] a été démontré ulté- 
rieurement que c’est la fixation du phage L sur la bactérie sensible 
qui nécessite la présence de lion calcique (J. Beumer et M.-P. 
Beumer-Jochmans [2]). Par ailleurs, J. et P. Bordet [3] ont établi 
que, en bouillon additionné d’oxalate sodique, la bactérie lysogéne 
continue, méme apres plusieurs passages dans ce milieu, de 
libérer normalement le bactériophage dont laction lytique, a 
Végard du B. de Shiga sensible, est complétement inhibée par 
Voxalate. 

D’autre part, Clarke [4] a réussi a faire perdre définitivement 
son caractére lysogéne au B. megatherium 899 par des passages 
répétés en milieu synthétique privé de calcium par le citrate de 
soude : or, le phage que produit ce germe n’agit sur la bactérie 
sensible qu’en présence de calcium. Lwoff et Siminovitch [5] ont 
confirmé ce fait, tout en signalant cependant que la perte du 
pouvoir lysogéne s’effectue aussi bien en milieu synthétique 
additionné de CaCl, M/5 000 qu’en milieu oxalaté. Nous avons 
voulu savoir s'il était de méme possible de faire perdre au B. de 
Lisbonne son caractére lysogéne, par un entretien plus prolongé 
en bouillon ou en milieu synthétique, oxalatés ou non. 

Récemment, Bertani [6] et nous-mémes [7] avons montré que le 
B. de Lisbonne produit, non pas un, mais plusieurs phages. 'L’éta- 
lement d’un filtrat de culture en bouillon de B. de Lisbonne, sur 
une culture sensible de B. de Flexner 6 sur gélose additionnée de 
CaCl, M/1 000, révéle l’existence de 3 phages différents, que nous 
avons dénommés H+, H — et V. Seul de ces trois phages, H+ 
exige la présence de calcium pour se fixer sur le B. de Flexner 6, 
les phages H — et V attaquant ce germe méme en milieu privé de 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 20 octobre 1952. 
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calcium. I] nous a paru opportun de rechercher si, en milieu 
oxalaté, le B. de Lisbonne libére encore tous les phages actifs 
sur le B. de Flexner 6. 

Enfin, J. et P. Bordet [3] ayant montré que le B. de Lisbonne 
ne produit pas de phage lorsqu’on le cultive 4 une température 
de 10°-14°, mais qu’il n’en reste pas moins lysogéne dans ces 
conditions, puisque, méme aprés entretien prolongé a cette tempé- 
rature basse, en subissant des repiquages successifs, il produit de 
nouveau du phage lorsqu’on le reporte 4 37°, nous avons recherché 
si la persistance du pouvoir lysogéne dans ces circonstances 
concerne tous les phages que produit le B. de Lisbonne ou si, au 
contraire, ce dernier perd la faculté de produire l’un d’entre eux. 


1° PassaGes EN pourLLon. — Nous avons effectué 50 passages 
quotidiens de notre souche de Bacille lysogéne de Lisbonne en 
bouillon nutritif, ou dans ce méme bouillon additionné soit de 
CaCl, M/1 000, soit d’oxalate de Na M/125. Nous avons aussi 
effectué 41 passages quotidiens en bouillon additionné d’oxalate 
de Na M/50 et 22 passages en bouillon a basse température 
(10°-14°), les repiquages étant, dans ce dernier cas, effectués tous 
les trois jours, en raison de la lenteur de la croissance microbienne 
a cette température. 

Nous avons examiné les cultures de B. de Lisbonne dans ces 
divers milieux au point de vue de leur caractére lysogéne et de 
la présence de phage libre. Le pouvoir lysogéne de la culture a été 
recherché par étalement de la culture totale sur la souche sensible 
(B. de Flexner 6) sur gélose additionnée de CaCl, a 37° et le phage 
libre a été titré dans le liquide surnageant de centrifugation de la 
culture. Les techniques utilisées ont été décrites précédem- 
ment [2, 7]. 

Ces essais ont été effectués sur les cultures des 8°, 25°, 31°, 41° 
et 50° passages en bouillon, bouillon + -CaCl, M/1 000 et bouil- 
lon + oxalate M/125, des 16°, 23°, 35° et 41° passages en 
bouillon + oxalate M/50 et des 9°, 13°, 19° et 22° passages en 
bouillon a 10°-14°. 

Le nombre de germes vivants dans I goulte de culture de 
vingt-quatre heures a varié de 6 a 10 x 10° en bouillon a4 37°, 
bouillon + CaCl, M/1 000 et bouillon + oxalate M/125 et de 2,6 
a 5,2 x 108 en bouillon + oxalate M/50; il a varié de 3,5 
a 7,38 x 10® dans les cultures de trois jours en bouillon 4 10°-14°. 
Les cultures, dans les diverses conditions étudiées, étaient donc 
tres semblables quant au nombre de germes vivants qu’elles 
contenaient. 

L’étalement des cultures totales a montré de faibles fluctuations 
de caractére quantitatif du pouvoir lysogene au cours des divers 
passages dans les conditions étudiées, mais on n’a observé aucune 
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modification qualitative ou quantitative conslante de ce pouvoir. 
Il en résulte que le B. de Lisbonne a conservé la propriété de 
produire les trois phages H+, H— et V, aprés de nombreux 
passages en bouillon a 37° ou a. 10°-14°, ainsi qu’en bouil- 
lon + CaCl, M/1 000 et en bouillon + oxalate M/125 ou M/50 
aeoles 

Le titrage du phage libre a permis d’établir qu’au cours des 
passages successifs en bouillon a 37°, en bouillon + CaCl, M/1 000 
ou en bouillon + oxalate M/125, le B. de Lisbonne continue 4 
libérer les phages H+, H— et V en quantités trés semblables 
a celles qu’il Jibérait au départ en bouillon nutritif a 37°. En 
bouillon + oxalate M/50, la libération des phages est nettement 
plus faible, en dépit d’une croissance microbienne normale : cette 
diminution porte aussi bien sur les phages H — et V, qui n’exigent | 
pas de calcium pour agi sur la hactérie sensible, que sur le 
phage H+ qui en exige. Enfin, comme on le savait déja, en 
bouillon a 10°-14° le B. de Lisbonne ne libére pratiquement pas 
de phage. : 

A titre d’exemple, le tableau I donne les résultats expérimen- 
taux du titrage des phages dans les cultures totales et dans les 
liquides surnageants de centrifugation, effectué sur le 41° passage 


TasLeau I. — Cuitures de B. de Lisbonne en bouillon. 


CULTURES TOTALES 


4le pas. 


Bn. + Ox M/125 
Bn. + Ox M/50 


PhageH+ .... 4 400 2 700 


PhageH— .... 190 000 ) 
1 600 | 39 000 


LIQUIDE 
surpageant 


PhagesH ears @ eed 050 140 500 500 
Phage H— ... .| 24 000 30 000 | 44 000) 410 000 
520 9 000 4 800 3 000 


N. B. — Les chiffres indiquent le nombre de phages par coutte. 


en .bouillon a 37°, en bouillon + CaCl, M/1 000 et en bouil- 
lon + oxalate M/125, sur le 35° passage en bouillon + oxa- 
late M/50 et sur le 19° passage en bouillon a 10°-14°. 
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Afin de confirmer les résultats obtenus, nous avons encore 
réalisé l’expérience suivante avec les cultures du 50® passage en 
bouillon, en bouillon + CaCl, M/1 000 et en bouillon + oxa- 
late M/125, du 41° passage en bouillon + oxalate M/50 et du 
22° passage en bouillon 4 10°-14°. Dans chaque culture, nous avons 
dénombré les germes vivants et nous avons pratiqué un isolement 
sur gélose afin de reconnaitre le type morphologique des colonies 
microbiennes. Une partie de la culture a été filtrée sur bougie 
Chamberland L3 et les phages libres ont été titrés dans le filtrat. 
Enfin, chaque culture a été repiquée en bouillon nutritif a 37° et 
les cultures de vingt-quatre heures dans ce milicu ont été filtrées 
sur bougie Chamberland L3 afin d’y titrer les phages libres. 

Le nombre des germes vivants était sensiblement le méme dans 
les diverses cultures. Les colonies microbiennes étaient assez 
polymorphes, bien que plut6t rugueuses, dans les cultures en 
bouillon + CaCl, M/1 000, en bouillon + oxalate M/125 et en 
bouillon & 10°-14°; par contre, Visolement de la culture en 
bouillon a 37° a fourni uniquement des colonies lisses et celui de 
la culture en bouillon + oxalate M/50 uniquement des colonies 
trés rugueuses. Ces colonies d’aspect trés différent produisent toute- 
fois les mémes phages. Le filtrat de la culture en bouillon 4 10°-14° 
ne contenait pas de phage; par contre, les filtrats des autres 
cultures contenaient les trois types de phages dans les proportions 
habituelles, a part le filtrat de la culture en bouillon + oxa- 
late M/50, qui contenait nettement moins de phages libres que les 
autres. Enfin, les filtrats des cultures repiquées en bouillon nutritif 
a 37° contenaient toutes les trois types de phages, en quantités 
comparables pour chacun d’eux, quelle que soit la culture dont 
provenait le repiquage. 

Il est donc démontré que les passages successifs de B. de 
Lisbonne dans les diverses conditions étudiées n’affectent en rien 
son pouvoir lysogéne : bien que la libération des phages puisse 
étre entravée ou supprimée dans certaines conditions, la souche 
lysogéne conserve intact son pouvoir de produire les trois phages 
actifs sur le B. de Flexner 6 et les libére normalement dés qu’on 
la reporte en bouillon nutritif a 37°. 


2° PassaGES EN MILIEU SYNTHETIQUE. — Le milieu synthétique de 
J. Bordet (milieu B) que nous avons utilisé précédemment [2], ne 
convenant pas A la culture du B. de Lisbonne, nous avons été 
amenés a le modifier. Ayant constaté que l’addition au milieu B, 
soit d’extrait de levure, soit d’acide ribonucléique commercial 
permet une culture presque aussi abondante que le bouillon 
nutritif, alors que l’adjonction d’hydrolysat de caséine ou de trypto- 
phane n’exerce aucun effet, nous avons ajouté au milieu B des 
bases puriques ou pyrimidiques de l’acide ribonucléique. Tandis 


332 ANNALES DE U INSTITUT PASTEUR 


que l’adjonction de bases puriques reste sans effet, nous avons 
constaté que le B. de Lisbonne pousse presque normalement, bicn 
qu’avec un certain retard, en milieu B additionné de 20 a 40 ug/ml 
de cytidine ou de thymine. Nous avons, en conséquence, utilisé 
systématiquement, pour nos recherches, le milieu synthétique B 
additionné de 40 pg/ml de cytidine (milieu B cyt). 

Notre souche de B. de Lisbonne, aprés 4 repiquages prélimi- 
naires en milieu B cyt, a subi une quarantaine de passages a 37° 
en milieu B cyt, milieu B cyt + CaCl, M/2 000, milieu B cyt + oxa- 
late M/125 et milieu B cyt + oxalate M/50. Le nombre de germes 
vivants est sensiblement le méme dans ces diverses cultures. 

Comme pour les passages en bouillon, nous avons examiné plu- 
sieurs fois les cultures au cours des passages, au point de vue de 
leur caractére lysogéne et de la présence de phage libre. A titre 
d’exemple nous avons réuni dans le tableau II le résultat des 
titrages de phages, dans les cultures totales et dans les liquides 
surnageants de centrifugation des cultures, en bouillon nutritif au 
départ, en milieu B cyt au 4° passage préliminaire, en milieu B cyt 
au 41° passage et dans les cultures de 40° passage en milieu 
B cyt + CaCl, M/2 000, B cyt + oxalate M/125 et B cyt + oxa- 
late M/50. 


Tasceau J]. — Cultures de B. de Lisbonne en milieu synthétique. 
5 SBI ee) 
3 =. 
i) a | rn L ¥ o wn 
CULTURES TOTALES = oe See as a Sz of 
S Os seh i) We | +8 
om = > te eats 
(s) | ° 
faa a 
Phage H + 1 700 3 200 3 000 1 900 440 300 
Phage H — 54 000 | 35 000 | 82 000 | 100 000! 41 900 | 43 500 
Phage \Viem main vee 900 2 400 500 | 40 140 
LIQUIDE | 
surnageant | | 
| } | | 
| 
Phage H+ ....| 1 080 336 25 320 | 28 38 
Phage H— .. .| 24 000 60 35 | 50 18 10 
Phe cegVi meas | 620 42 24 50 Al) 2 
N. B. — Les chiffres indiquent le nombre de phages par gouite. 


On constale que les cultures totales restent lysogénes en dépit 
des passages successifs dans les divers milieux étudiés et que le 
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B. de Lisbonne continue a produire les trois types de phages H+, 
H — ct V aprés passages successifs en milicu synthétique, soit 
simple, soit additionné de calcium ou d’oxalate. Tout au plus 
décéle-t-on peut-étre une action dépressive de l’oxalate portant sur 
les trois types de phages. 

Cette persistance du pouvoir lysogéne au cours des passages en 
milieu synthétique est confirmée par le fait que, repiquées en 
bouillon nutritif, les cultures ayant subi 40 passages dans les 
divers milieux étudiés se sont montrées identiquement lysogénes, 
restant capables de produire les trois types de phages actifs sur 
le B. de Flexner 6 et en quantités comparables pour chacun d’eux. 

Mais si le pouvoir lysogéne du B. de Lisbonne n’est pas affecté 
par les passages en milieu synthétique, il n’en est pas de méme de 
la libération des phages dans ce milieu. On constate, en effet, que 
dés le 4° passage (et en fait dés le 1% passage) en milieu B cyt, 
la quantité des phages libres dans la culture est trés faible. Le 
B. de Lisbonne, qui met en liberté en bouillon nutritif une certaine 
quantité des trois phages actifs sur le B. de Flexner 6, en libére 
beaucoup mois en mil:eu B cyt. C’est ainsi que la quantité de 
phage libre dans ce dernier milieu est trois a dix fois moindre 
qu’en bouillon pour le phage H+, cent 4 mille fois moindre pour 
le phage H — et cinquante a cent fois moindre pour le phage V. 

I] semble done qu’il manque au milieu B cyt un élément, présent 
dans le bouillon nutritif, qui est nécessaire a la libération des 
phages par le B. de Lisbonne. Nous espérons que les recherches, 
que nous poursuivons actuellement, nous permettront de définir 
quel est cet élément. 

Quoi qu'il en soit, nos expériences montrent que les passages 
du B. de Lisbonne en milieu synthétique, avec ou sans oxalate, bien 
qu’exercant une action dépressive considérable sur Ja libération 
des trois phages produits par ce hacille, n’affectent en rien son 
earactére lysogéne potentiel. 


Résumé. — 1° Le Bacille lysogéne de Lisbonne ne perd pas, au 
cours de nombreux passages en bouillon oxalaté ou non, le pouvoir 
de produire les phages H+, H— et V actifs sur le B. de Flexner 6. 
Le calcium, indispensable a l’action du phage H+ sur la bactéric 
sensible, n’est donc pas nécessaire au maintien du caractére lyso- 
ene du B. de Lisbonne, qui demeure capable de produire, aprés 
de nombreux passages cn bouillon oxalaté, le phage H+ et les 
autres phages actifs sur le B. de Flexner 6. Toutefois, la libération 
des trois phages H+, H— et V, normale en bouillon + oxa- 
late M/125, est déprimée en bouillon + oxalate M/50. 

2° Cultivé en bouillon a basse température (10°-14°), le 
B. de Lisbonne ne libére pas de phage, mais son pouvoir lysogéne 
reste jnchangé: en effet, reporté a 37°, aprés de nombreux 
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passages a 10°-14°, il produit de nouveau tous les phages qu’il 
produisait au départ. 

3° ‘Le B. de Lisbonne ne pousse pas en milieu synthétique de 
J. Bordet (milieu B); il se développe, par contre, dans ce milieu 
additionné de 20 & 40 ug/ml de cytidine ou de thymine. 

4° En dépit de nombreux passages en milieu synthétique (B cyt), 
avec ou sans calcium, le B. de Lisbonne conserve son pouvoir 
lysogéne potenticl, restant capable de produire les phages H+, 
H— et V en bouillon nutritif. 

5° En milieu synthétique (B cyt) la libération des phages H+, 
H— et V par le B. de Lisbonne est fortement déprimée par 
rapport A ce qu’elle est en bouillon nutritif. Celui-ci contient, 
semble-l-il, un élément nécessaire a la libération de ces phages, 
qui fait défaut dans le milieu B cyt. 
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LES TRANSPORTEURS ET LES FONCTIONS-ANTICORPS 
CORRESPONDANT AUX MOLECULES MINERALES 


par J. LOISELEUR (avec l'assistance de Me M. SAUVAGE). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie Physique.) 


Les molécules minérales possédent un pouvoir antigénique 
comparable a celui déja constaté [44] pour les molécules orga- 
niques de faible poids moléculaire et l’expérience montre qu'une 
préparation convenable de l’animal fait apparaitre sur ses glo- 
bulines une adaptation a cette sorte d’antigénes minéraux. Cette 
adaptation est souvent d’une spécificité remarquable et présente 
les caractéristiques des anticorps. 

Cette généralisation de |’antigénicité a toutes les molécules 
— protéidiques, organiques et minérales — permet de comparer 
les propriétés des anticorps correspondants. 


I. — TRAVAUX ANTERIEURS. 


Le terme d’ « antigéne », resté longtemps limité aux molécules 
protéidiques, a été d’abord étendu aux molécules organiques avec 
les hapténes de Landsteiner [41] et de son école, par la copulation 
d’un protéide avec un diazonium. L’antigéne ainsi formé pro- 
voque la formation d’un anticorps dont la spécificité dépend de 
l’azocomposé. Avery et Goebel [2] réussirent 4 copuler également 
les glucides. Peu aprés, il fut constaté que les glucides pouvaient 
étre antigéniques, par eux seuls et en l’absence de toute protéine : 
Heidelberger [8] pour les glucides des pneumocoques, Boivin [4] 
pour les antigénes glucido-lip:diques des bactéries 4 Gram-négatif. 

Mais, simultanément, le probleme était étudié a un point de 

‘vue tout différent. En effet, des substances fort simples peuvent 
provoquer chez l’homme des phénoménes allergiques et expéri- 
mentalement un état d’hypersensibilité chez l’animal. Manoiloff {5] 
prépare des lapins avec l’alcool éthylique. Il injecte leur sérum 
(12 4 15 ml) a des lapins neufs : aprés quarante-huit heures, tous 
ces animaux présentent un choc anaphylactique typique, quand 
on leur injecte 0,5 ml d’alcool. Des sensibil-sations analogues ont 
été oblenues par Nitti, Bovet et M™® Depierre [6] avec la p.phé- 
nylénediamine, par Fiez, Jadassohn et Stoll [7] avec l’acide 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 84, n° 2, 1953. 22 


336 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


p.phénylarsinique copulé avee le sulfo-anthranilate de K et 
par M¥ Armand [8] avec des antigénes artificiels préparés par la 
copulation de molécules organiques diverses sur la tyrosine. 
L’Ecole japonaise (Ishikawa [9], Yamasaki [410]. et collabora- 
leurs) a expérimenté un grand nombre de molécules — orga- 
niques ou minérales — soit 4 )’état pur, soit en mélange avec un 
substrat auxiliaire (agar-agar, gomme arabique, ovalbumine ou 
sérumn hétérologue). La meilleure méthode de préparation de 
animal est la voie intramusculaire par plusieurs injections 
quotidiennes, ‘L’ensemble de ces expériences, résumées dans le 
tableau I, montre: 1° que toutes les molécules essayées (i 


T sLeau 1. — Sensibilisation, par voie intramusculaire, 
avec des molecules minérales ou organiques. 


SENSIBILISATION | SENSIBILISATION 


MOLECULES EXPERIMENTEES (1) es late pie 


(Aoki) . . . ./Cr,07Ko, ] 
— 4 + = 2 SlUMeg, CaCl, 
(Ogata). . . .|HCHO, I 
(Harada) . . .|C1.0,Ko, HCHO 
(Goto... . . .|HCHO. 
(Kobayaski). |As O28, 
(Yamasaki). .|Hg (2), IgsCl, (3) 
(Ishikawa) . .|AsO3H, 
. .J|A acétylacétique. 
.|HgoCl, 
Sulfonamide. 
. .|A. picrique. 
.|Rivanol. 
Crésol. 
.|BrKk. 
eis a 
-|Thymol 
.|Nitrophénol. 
. .|/Tyrosine. 
.|A. borique. 
. .|Benzéne, nitrobenzene (4). 
(Oshima) . . .|S,Ni. 


Sottt+ ++teot++++4+4+t++ 
far) 
+toottttt+tot++t+ttttt+t 


(1) Injectées soit a l'état pur, soit mélangées a un substrat (agar-agar, gomme arabique, 
ovalbumine ou sérum hétérologue). 

(2) Appliqué en pommade. 

(3) Par voice digestive, mélangé a du glucose. 

(4) Ea solution dans Vhuile de sésame. 


exception de la sulfonamide et de l’acide borique) sont capables 
de sensibiliser le cobaye ; 2° de produire en méme temps des 
anticorps fixant le complément ; 3° de conférer la sensibilisation 
passive (avec le sérum entier ou les globulines, mais non avec la 
fraction albuminique qui est sans effet); 4° que les plus forts 
agents de sensibilisation sont en méme temps les meilleurs pro- 
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ducteurs d’anticorps. Cette relation entre le pouvoir sensibilisant 
et le pouvoir antigénique montre la parenté étroite entre les 
anticorps anaphylactiques et les anticorps fixant le complément 
pour les composés chimiques simples. 

Landsteiner [4] a expérimenté le chlorure de picryle sous deux 
formes différentes selon la voie d’injection, soit en solution pure 
pour l’injection intradermique — et il provoque la sensibilisa- 
tion cutanée, mais non la formation d’anticorps précipitants —, 
soit conjugué avec une protéine pour l’injection intrapéritonéale 
— et il obtient une précipitine spécifique, mais non la sensibi- 
lisation cutanée. On peut pourtant remarquer que, dans le pre- 
mier cas, le sérum renferme effectivement des anticorps spéci- 
fiques, puisque, injecté a un animal neuf, il lui confére la sensi- 
bilisation passive. 

Gel], Harington et Rivers [44] ont choisi des molécules orga- 
niques douées d’une grande réactivité pour les protéines,  telles 
que le benzylchloroformiate C,H, —O—CO-— Cl qu, par hydro- 
lyse, est susceptible de se copuler sur une protéine selon 
C,H, —-O— CO—NhH..... Ces corps simples provoquent la 
sensibilisation et l'état anaphylactique quand ils sont injectés au 
cobaye par voie hypodermique, ect la formation de précipitines 
spécifiques quand ils sont injectés par voie intrapéritonéale. 

M"™ Armand [8] a comparé les propriétés antigéniques de 
Pazoique de l’acide sulfanilique en le copulant de deux facons 
différentes, soit avec une protéine, soit avec la tyrosine. Dans 
les deux cas, on observe l’hypersensibilité et la formation de 
précipitine : la seule différence réside dans un titre de précipi- 
tation plus élevé en faveur de la combinaison protéique. 

Or, tous les travaux précédents reposent sur l’emploi de 
méthodes « apparentes » (la sensibilisation, la technique d’:nhibi- 
tion, la déviation du complément ou la floculation) et l’on peut 
admettre qu’il existe, selon la nature de l’antigéne, des degrés 
de précipitation, qwun sérum peut contenir un anticorps trop 
faible pour agir comme précipitine et que les techniques précé- 
dentes arrivent a la limite de leur sensibilité. Les méthodes de 
réfractométrie et de viscosité se montrent alors plus sensibles [44}. 

D’autre part, il semble nécessaire d’adapter la préparation de 
l’animal, c’est-a-dire la cadence et le nombre des injections pré- 
parantes — aux propriétés physiques de l’antigéne. Quand il 
s’agit d’un antigéne protéidique, possédant un poids moléculaire 
élevé et susceptible grace a sa taille de persister dans l]’orga- 
nisme pendant plusieurs heures — ou dizaines d’heures —, 
quelques injections espacées d’une faible fraction moléculaire 
suffisent a entrainer la formation de l’anticorps. Mais ces mémes 
conditions expérimentales, appliquées 4 une molécule trés diffu- 
sible — lacétate de Na par exemple — n’entrainent jamais 


338 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


apparition d’un anticorps. Ces deux expériences se différencient 
seulement par le poids moléculaire des deux antigénes, leurs 
tailles et leur diffusibilité. Pour que les conditions de préparation 
des animaux soient comparables, on est conduit a multiplier les 
doses et le nombre des injections quand il s’agit de petites 
molécules diffusibles, en réalisant ainsi une sorte d’inondation 
continue de l’organisme. 

Ces techniques, appliquées aux molécules organiques (en dési- 
gnant ainsi, par opposition aux antigénes protéidiques, les 
molécules organiques de faible poids moléculaire : l’alcool, les 
oses, les acides, les dérivés cycliques...), ont montré [44] : 1° que 
les molécules organiques sont antigéniques ; 2° que les anticorps 
correspondants présentent généralement une spécificité étroite ; 


Tasieau Il. — Propriétés antigéniques des molécules organiques. 


joe RR AS PS SD SS EE NA NE A TS EES SEELEY, 


Baie siilee 
: PREPARATION DE L’ANIMAL ” |3s oa mot 
a ne & 5 ‘Sve ASS 
S 5 QE i Sr Aue 
z a 0  sileacse ales > Sa 
Zz 2 x) oS Go ws aS Quas 
. = 2 = Bo DES zeugrs SP 
ANTIGENE a Sy r) sq CET OUES S| Boe 
ta A iy eat asal|eeo Of a 2 Ps 
pan] © og 2) So me 
si? os Sige Bian WS ape 6 Salcce cs 
z| 3 2 SNS tee elec 
z 3 3 iebeiias © 2 Ran Sab 
A & ao 2 @ Ge 5 
Z 5 Ca Se ¥i 
Ethanol 8 | 9 & 20/25 & 87/32 a 112 28.9 + 5,8 (2) 3 
Xylose . 5| 9819/16 a 30] 09a 8,4/2a 5] +.5,6 4 
Glucose. 1 22F a SA SInasos)| 19) modo zeae So + 2,% 0 
Saccharose . 3 | ta 44120 8 26/48 @ 55 sa) 4 + 2,8 2 
Kaffinose . 5 | 38415117 & 40/146. a 30 5a 6 + 8,9 4 
Acétate Na. 45 |14 @ 24122 & 42) 4,64 16 2810 + 5,9 9 
Tartate Na. . Hed By) PMID 3), SD, oh i a 40 + 4,4 3} 
Benzoate Na . 5 41 a 17/10 a 62/738 a 8h none: + 4,5 3 
Phtalate K . 4/15 a 20) '8 a 3k} 6,5 a 8,8) 4 + 5,2 3 
Salicylate Na. 10} 9444/16 &@ 34, 1 a 42 4a10 + 3,7 3 
Ethylamine. . .| 13 |12 & 20/22 @ 36) 3,6 a4 10 2a 5 + 4,4 40 
Moyenne. .. . + 4,96 


Nota — (1) Sur 105 animaux préparés, 55 globulines ont présenté le pouvoir précipi- 
tant, soit dans 52 % des cas. 

(’) Moyenne des valeurs mesurées pour les 8 sérums correspondants. 

(3) Les antigénes trés réactifs (phénol, hydroquinone, p. aminophénol, p. aminohenzoate 
Na, sulfanilate Na) ne figurent pas dans le tableau, car les valeurs trés élevées de leurs 


réactions de viscosité ne permettent pas l’établissemeut @’une moyenne avec les antigénes 
mentionnés. 


LEER A TE TEI IIE DEE LSD E DEL AP IE I LI EE I I I IE ER | 


3° qu’il n’existe aucune limite inférieure pour le poids molé- 
cula:re de l’antigéne, puisque l’alcool constitue déja un antigéne 
remarquable ; 4° que le pouvoir antigénique est. indépendant de 
la présence de l’azote dans la molécule ; 5° que, d’une facon 
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générale, le poids total d’antigéne mis en ceuvre dans la prépa- 
ration de l’animal est plus important que la durée pendant 
laquelle l’antigéne exerce son action. 

fl est possible de préparer un méme animal avec deux anti- 
génes de polarité inverse : phtalate de K + p.phényléne-diamine, 
salicylate de Na + éthylamine, etc. Le pouvoir floculant du 


LAPIN PREPARE PENDANT 57 JOURS (102 injections) 
ee AVEC 1.010 mgr d'ARSENIATE DE SOUDE 


Epreuve de viscosité 


sur le sérum 
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Course 1. — Epreuves de viscosité sur le sérum d’un lapin 


avant et aprés préparation avec AsO,Na.H. 


sérum apparait alors d’une fagon plus fréquente que lorsque 
l’animal est préparé avec un seul de ces antigénes. Fait remar- 
quable : la floculation reste localisée dans les zones d’équivalence 
indiquées par l’épreuve de viscosité. 

Si l’on ajoute que l’anticorps est localisé dans les globulines 
et que les injections de rappel entrainent le relévement du taux 
de |’anticorps, on peut conclure que les anticorps correspondant 
aux molécules organiques présentent des propriétés super- 
posables A ceux qui dérivent des antigénes protéidiques. Ces 


340 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


expériences relatives aux molécules organiques sont résumées 
dans le tableau II. 

Voici maintenant l’application de ces techniques aux molécules 
minérales. 


Il. — Pouvotr aNTIGENIOUE DES MOLECULES MINERALES. 


L’expérience montre que les molécules minérales peuvent se 
comporter comme des antigénes. 

Par exemple, un lapin est préparé pendant cinquante-sept jours 
avec un poids total de 1010 mg d’arséniate de Na, administré 
par deux injections intramusculaires quotidiennes, chacune de 
5 ml. La dose d’arséniate cst augmentée progressivement au 
cours de la préparation de l’animal. Sur le sérum de l’animal 
neuf, avant le traitement, l’épreuve de viscosilé donne un résultat 
négatif (courbe 1, en trait plein). Dix jours aprés la fin du trai- 
tement, ’épreuve est devenue positive (courbe pointillée). Le trai- 
tement a done provoqué la formation d’un anticorps® correspon- 
dant 4 l’arséniate de Na ct l’on trouve ici l’explication de la 
mithridatisation. 

L’expérimentation qui a porlé sur 85 lapins permet d’étendre 
ce pouvoir anuigénique 4 de nombreuses molécules minérales. Le 
choix des molécules susceptibles d’étre expérimentées est limité 
par la nécessité d’exclure celles qui entraineraient, spontanément 
et par elles seules, la floculation du sérum de Vanimal neuf et 
de ses globulines: CdCl,, ZnCl,, CuCl,, MnCl,, UrCl,... sont 
4 éliminer. Pratiquement, l’expérience a été faite avec LiC), 
CaCl, SrCl,, MgCl,, NiCl., CoCl, et AsO,Na,H. 

‘La préparation des animaux dure de seize 4 soixante-quinze 
jours, en administrant, par deux injections intramusculaires quo- 
tidiennes, un poids total compris entre 0,7 et 16,5 g du sel 
minéral choisi comme antigéne. Par suite de la toxicité fréquente 
de ces sels, la concentration de la solution injectée est augmentée 
progressivement au cours de Ja préparation, comme on vient de 
le voir dans le cas de V’arséniate. 

La présence de l’anticorps est recherchée par la méthode de 
viscosité, soit sur le sérum entier, soit sur les globulines, les- 
quelles conduisent a des résultats superposables, mais avec une 
plus grande sensib:lité et des variations plus élevées de la visco- 
sité. De plus, ces globulines se prétent parfois a l’observation 
de floculations. 

L’intensité de l’épreuve de viscosité est trés faible avec LiCl ; 
elle est notable avec NiCl, ou CoCl, et particuligrement élevée 
pour CaCl,. Voici, pour chaque antigéne, les propriétés des 
anticorps correspondants. 

On trouve, dans le tableau III, l’exposé détaillé des expé- 
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Tazieau If]. — Propriétés antigéniques de CaCl.,. 


PREPARATION DE L’ANIMAL AUGMENTATION SPECIFIQUE 5 
a 3 de la viscosité, = 5 
os par la présence de I'antigéne, a's 
Zi pee dans Ja zone d’équivalence w= 
v 8 = aay Se 
E 6 l'3ae | pez s 
5 | 2 | gee | ses es 
Jo a “4 aa mo = 3S ea q 
So) ia oe wy ie &S Pa 
= ac) aii ref || WSs) Baap Leis ie 
Qa | 2° a a Ba 
i} Be) =~ = me 
A = &} * 
4 16 30 4,4 7 Sur sérum. . .| —2 + 4,7 
Sur globulines | — 1 + 20 0 
2, 23 32 4 7 Sur sérum .| —0,4/+ 0,4 
Sur globulines.| + 1,2] + 11,6 0 
3 23 32 4 7 Sur sérum. . .| —0,7/4+ 4 
Sur globulines.| + 4,6 | + 10,7 0 
4 23 32 4 i Sur sérum. . .| —0,7/+ 3 
5 18 30 3,8 8 Sur globulines.; + 0,5 | +47 F 
6 418 30 3,8 8 Sur globulines.| + 4 + 16 f 
7 16 30 4,4 8 Sur globulines.| —0,7|/+ 6,2 0 
8 18 33 5 g Sur globulines.| — 14 + 3 0 
9 18 33 5 9 Sur sérum. . .| —1.4}-+ 0,2 
Sur globulines.|; —0,4/+ 4 0 
10 18 33 5 9 Sur sérum —2,6/+ 3,5 
Sur globulines.} —0,9|}+ 4,4 0 


riences avec CaCl,. On constate dans ce tableau que CaCl, se 
comporte comme un bon antigéne et entraine une adaptation spc- 
eifique des protéides sériques, localisées dans les globulines. La 
courbe 2 montre la différence considérable de la courbe de 
viscosité aprés la préparation de l’animal. Avec les globulines 
(courbe 3), la réaction devient plus importante par suite de 
’élimination des fractions inertes du sérum. 

La floculation s’observe dans 2 cas sur 10. La courbe 4, relative 
au lapin n° 5, montre que la floculation, mesurée par les varia- 
tions de la densité optique, est localisée dans les zones d’équi- 
valence indiquées par l’épreuve de viscosité. 

Pour simplifier, on peut considérer la moyenne de tous les 
résultats et retenir seulement le pourcentage de l’augmentation 
spécifique de la viscosité : la préparation par CaCl, entraine ainsi 
une adaptation spécifique du sérum équivalent 4 2,9. De cette 
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facon, tout le tableau III peut étre résumé par la premiére ligne 
du tableau IV et cetle notation va permettre de comparer rapi- 
dement le pouvoir antigénique de diverses molécules minérales. 
Pour SrCl,, les choses se passent comme pour CaCl., mais le 
pouvoir antigénique est moins marqué. La courbe 5 montre 
1° que l’adaptation spécifique pour SrCl. se retrouve aussi bien 


LAPIN PREPARE PENDANT 16 JOURS PAR DEUX INJECTIONS 
QUOTIDIENNES DE 5cc DE CaCl. A 3% 


Prise de sang 7 jours aprés la préparation 


dtantigene par 
ce de sérum 


—__— 


eae : . 
a _-7=sérum du lapin aprés 
S00 préparation par CaCl, 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Course 2. — Epreuve de viscosité sur le sérum d'un lapin préparé 
pendant seize jours par deux injections quotidiennes de CaCl, & 5 p. 100. 


sur le sérum que sur les globulines ; 2° que l’épreuve de visco- 
sité, répétée avec MgCl., donne un résultat plus faible, ce qui 
met en évidence la spécificité de l’anticorps. 

Avec MgCl., les anticorps obtenus ne sont jamais précipitants. 
On comparera plus loin les spécificités des anticorps relatifs 
a SrCl, et 4 MgCl,. 

Enfin, NiCl, et CoCl, sont particuli¢rement intéressants par 
suite de leur voisinage chimique, ce qui permet un contréle 
sévére de la spécificité. Les courbes 6 et 7, relatives a des lapins 
préparés avec NiCl,, montrent, d’une part, l’importance de 
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LAPIN PREPARE PENDANT 23 JOURS (32 injections) 
AVEC 4 g de CHLORURE DE CALCIUM 

Ep de viscosi Zea 
4+10% reuvesde viscosité 40% J SS 
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+] 4 ‘ 
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/ 
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Poids d'antigéne par ce de sérum 
1.4% “4% 
Course 3. — Epreuves de viscosité sur le sérum et sur les globulines d’un lapin 


préparé pendant vingt-trois jours avec un poids total de 4 » de CaClo. 


TasLeau IV. — Propriéetés antigéniques des molécules minérales. 
B gece sees 
PREPARATION DE L’ANIMAL - es 88 ape 
“ “a2 mh Sp = ae 
= see ane ee oR 
Z 2 2 ee,|ee £2 | SRE 
z n S = Gallia? eS tea 
aa Flees 3 gee | ete le2ss5e| 3° 
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S oo) Oo ak ze 24 Q'S 
A EI z was Ss |= aa 2 Ore 
5 | © Do q = 
2 5 eo po Se 2) 
A < v Zz 
Calo. 283. 40 16 &@ 23) 30 a 33/3,8 a 5 ee + 2,9 2 
SrCl, . . 9 18 & 75| 35 a2 140 /0,7 & 46,5 | 6 a 10 aa 2,2 4 
wel, ...| 8 [49a 72/3584 0/0,8a42,8 |6a41 | + 1,4 0 
INitGliss o 6 6 41 26 &@ 45) 48 & 70)0,7 & 1,48) 5 a 14 + 1,8 4 
Coch... : 44 1168 26/27a 484,18 ee ee oe ee) 4 
Moyenne + 1,96 


Nota. — Sur 49 animaux préparés, 8 globulines ont présenté le pouvoir précipitant, soit 


dans 16 % des cas. 
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l’épreuve de viscosité et, d’autre part, la spécificité par rapport 
a CoCl,. Il est A remarquer que ces deux sels sont toxiques cl 
que le poids total, utilisable pour la préparation des animaux, 
ne peut dépasser 1,5 a4 2 g. 
LAPIN PREPARE PENDANT 18 JOURS PAR BEUX INJECTIONS 
QUOTIDIENNES DE 5ce DE CaClo A 3 


Prise de sang 7 jours aprés la préparation 
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—__ —Y~zlobuline du 


lapin neuf 


Course 4. — Localisation de la floculation dans les zones d’équivalence. 


Les choses se passent de la méme fagon avec CoCl, (courbes 8 
et 9). : 

Mais on constate parfois que, chez des animaux préparés avec 
CoCl., la spécificité est en défaut et que la réaction de viscosité 
est plus marquée avec NiC], qu’avec CoCl, (courbe 10). 
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Spéciricir:. — Ces anticorps permettent ]’étude rigoureuse de 
la spécificité, en ¢prouvant le sérum, d’une part, avec la 
molécule minérale, utilisée comme antigéne pour la préparation 


LAPIN PREPARE PENDANT 40 JOURS (64 injections) 
AVEC 10,25 g de CHLORURE DE STRONTIUM 


+410% 440% 


Epreuve de viscosité 
sur le sérum 


Epreuve de viscosité 
sur la y-globuline 


ee 


08 mgr 
“Poids dtantigéne par ce de globuline 


Pourcentage de la variation de la viscosité 
Pourcentage de la variation de la viscosité 


2 


Poids d'antigéne par cc de sérum 


-4% 4% 


Course 5. — Préparation d’un lapin avec SrCl,. L’épreuve de viscosité est 
effectuée, a la fin du traitement, avec SrCl, d’une part et avec MgCl, d’autre 
part Les courbes montrent que l’anticorps est spécifique de SrClo, sa réaction 
étant beaucoup plus marquée avec |’anligéne spécifique. Le résultat est 
paralléle avec le sérum entier et avec les globulines. 


TasLrau V. — Epreuve de la spécificité 
des anticorps correspondant aux molécules minérales. 


MOLFCU!E MINERALE : 
servant 4 préparer EPREUVE DU SERUM AVEC : 
Y’animal 

; e 


.|SrCl, (antigéne Ce cad + MgCl, (molécule 


non-spérifique, quelconque). : 
MgCl, (antigéne s)érifique) + SrClo (molécule 
n n-spécifique, quelconque). 
.|NiClg (antigéne s écifique) + CoCl, molécule 
non spécifique, quelconque). 
.|CoCl, (antigéne spécifique) + NiCl. (molécule 
non specifique, quelconque). 
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de l’animal et, d’autre part, avec une molécule minérale quel- 
conque, mais appartenant 4 la méme famille. 

L’ensemble de ces épreuves est groupé dans le tableau V. 

Les résultats sont groupés dans le tableau VI ot l’on trouve, 
dans chaque cas, la moyenne des résultats de viscosité : la diffé- 
rence entre les valeurs de l’antigéne spécifique et de la molécule 
guelconque fait ressortir le degré de spécificité. La derniére 
colonne donne, pour chaque série d’expériences, le nombre de 
résultats spécifiques. 

On peut considérer que les résultats de ce tableau sont satis- 


EPREUVE DE VISCOSITE SUR LE SERUM 
DE LAPIN PREPARE AVEC Ni cl, 


eNi 


° . 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Course 6. — Lapin préparé pendant vingt-huit jours avec 1,48 g de NiCl,. 
L’épreuve du sérum d'une part avec NiCl, et d’autre part avec CoCl, montre 
que le sérum est spécifique de NiClo. 


faisants, si l’on tient compte d’une part de la petite taille et de 
la parenté chimique entre les molécules expérimentées dans 
chaque cas, et, d’autre part, de l’importance des doses utilisées 
pour la préparation des animaux. L’exemple des antigénes pro- 
téidiques montre, en effet, qu’une préparation avec une dose trés 
élevée d’antigéne nuit a la spécificité. I] est, par exemple, remar- 
quable que les 5 animaux préparés avec NiCl, soient spécifiques 
de ce sel et ne réagissent que plus faiblement avec CoCl.. 

La réciproque n’est pas exacte et la spécificité est en défaut 
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Tasteau VI. — Spécificité des anticorps 
correspondant aux molécules minerales. 


p AUGMENTATION 

NOMBRE _ MOLECLE absolue de la NOMBRE NOMBRE 

minérale utilisée] viscosité dans 
dans l'épreuve la zone 

de viscosilé Seetuiy lente spécifiques spécifiques (*) 

p- 100 


war de résultats de résultats non 
WVanimaux 


Lapins prépareés avec SrCl, 


SrCly | Boe er 
MgCl, nea OF 


Lapins préparés avec MgCl, 


MgCl, | + 2,3 


SrCly ae) 


Lapins préparés avec 


NiCl, Pee) 
CoC, | + 0,6 


Lapins préparés avec 


CoCl, ae AD 
NiCl, + 0,6 


(*) Non comptés dans l’établissement des moyennes. 


dans 2 cas sur 5 animaux préparés avec CoCl,. A ce propos, on 
peut rapprocher un exemple fourni par |’étude des antigénes 
organiques : un lapin préparé avec le glucose est spécifique du 
elucose par rapport a la lévulose, mais quand la préparation est 
effectuée avec la lévulose, la y-globuline réagit presque aussi bien 
avec le glucose qu’avec la lévulose (courbes 11 et 12). 


Povuvorr priécrpiTanr. — ‘La floculation s’observe rarement. 
Le tableau IV montre que, sur 49 animaux préparés, 8 globu- 
lines purifiées présentent le pouvoir floculant. 

Quand la précipitation se manifeste, les floculats sont trés 
ténus. La nature du sel employé comme antigéne joue un réle 
prépondérant : CaCl, peut entrainer la formation d’un sérum 
précipitant, ce qui n’a jamais été observé avec MgCl,. 

Il est a signaler que, quand la spécificité est en défaut dans 
la réaction de viscosité, la floculation s’observe avec le sel non 
spécifique. Par exemple le sérum de l’un des lapins préparés 
avec CoCl, donnait une courbe de viscosité plus intense avec 
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NiCl, qu’avec CoCl, : parallélement, les globulines présentaient 
une légére précipitation avec NiCl,, mais non avec CoCl,. 


PERSISTANCE DE L’ANTICORPs. — L’anticorps persiste de vingt- 
cing a quatre-vingt-dix jours aprés la fin de la prépara- 
tion (tableau VII): 

Le facteur individuel intervient, puisque 3 des lapins figurant 


LAPIN PREPARE PENDANT 26 JOURS (48 injections) 
AVEC 1,18 g de CHLORURE DE NICKEL 


Epreuve de viscosité Epreuve de visoosité 
40% sur le sérum +A0X sur la y-globuline 


8, 


Y 
Poids d'antigéne par ce de globuline 


Pourcentage de la variation de la viscosité 
Pourcentage de la variation de la viscosité 


/ Poids d'antigéne par cc 
—y de sérum 


-4% 4% 
Course 7. — Lapin préparé pendant vingt-six jours avec 1,18 g de NiCl,. 


L’épreuve est faite sur le sérum et sur les globulines. Dans les deux cas, la 
spécificité est en faveur de NiClo. 


TasLeau VIl. — Persistance de l’anticorps. 


ANTIGENE PERSIS'ANCE DE L’ANTICORPS 
en jours 
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au tableau VII avaient subi la méme préparation par SrCl, : chez 
deux animaux, l’anticorps a persisté pendant quatre-vinet-dix 
jours, mais pendant vingt-cing jours sculement pour le troisiéme. 

Les courbes 13 représentent l’évolution de Vanticorps pour 
des animaux préparés respectivement avec SrCl, et CoCly. 

I] est a noter que, chez un animal préparé avec |’arséniate 
de Na, le taux de l’anticorps était encore notable aprés cent 
jours (courbe 14). 


ErFET DES INJECTIONS DE RAPPEL. — Les injections de rappel 


EPREUVE DE VISCOSITE SUR LE SERUM 
DE LAPIN PREPARE AVEC CO Cl, 


me d'tantigéne 
par cc de sérum 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Course 8. — Lapin préparé avec 0,9 g de CoCl, pendant vingt-trois jours. Le 
sérum est éprouvé avec CoCl, et NiCl,. 


entrainent d’une facgon ;constante le relévement du taux de l’anti- 
corps et la prolongation de sa présence. L’injection de rappel est 
immédiatement suivie ‘d’une diminution du taux de |’anticorps 
(phase négative). Le fait s’observe trés nettement sur les 
courbes 15 (relative 4 CaCl,) et 16 (relative 4 MgCl,). 


III. — L’&voLurion PROGRESSIVE DES PROPRIETES DES ANTICORPS 
PROPORTIONNELLEMENT A L'ELIEVATION DU POIDS MOLECULAIRE 
DE L ANTIGENE. 


L’extension du pouvoir antigéne a toute la gamme des 
molécules qui s’échelonnent des protéines jusqu’aux substances 
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organiques ou minérales permet de comparer les propriétés des 
anticorps correspondants. D’une fagon générale, les caractéris- 
tiques de Il anticorps présentent une évolution proportionnelle 
a l’élévation du poids moléculaire de Vantigene. 


Move DE PREPARATION DE L’ANIMAL. — Pour la préparation de 
. agi: . ’ 7 
l’animal, la condition essentielle est d’assurer, dans l’organisme, 


LAPIN PREPARE PENDANT 26 JOURS (48 injections) 
AVEC 1,18 g de CHLORURE DE COBALT 


+10% +A0% 
Epreuve de viscosité 


sur le sérum 


Epreuve de viscosité 


sur la y-globuline 


So 
e 
3 
Pourcentage de la variation de la viscosité 


0.2 O4 06 O8 mgr 
Poids d'antigéne par cc de globuline 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Poids d'antigéne par » 
cc de sérum 


“4% 


Course 9. — Lapin préparé par CoCl,. Le sérum et les globulines sont 
éprouvés avec CoCl, et NiCl, La spécificité est satisfaisante. 


un contact suffisant avec une quantité suffisante d’antigéne. ‘Le 
mode de préparation de |’animal dépend donc de la grandeur 
moléculaire de l’antigéne et de sa diffusibilité. 

Pour les antigénes protéidiques, il suffit de quelques injections 
espacées et d’une faible fraction moléculaire de l’antigéne. La 
dose et le nombre des injections préparantes doivent étre consi- 
dérablement augmentés pour les antigénes organiques et miné- 
raux (tableau VIII). 

On retrouve la méme intervention de la diffusibilité pour la 
latence nécessaire 4 la manifestation de l’anticorps consécuti- 
vement a la derniére injection préparante : huit 4 dix jours pour 
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LAPIN PREPARE PENDANT 26 JOURS (48 injections) 
AVEC 1,18 g de CHLORURE DE COBALT 


Epreuve de viscosité 


sur le sérum 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


+10% 


Epreuve de viscosité 


sur la y-globuline 


— 
— N 


vA s 
7 Nv 


\ 


0,4 0.6 0,8 mgr 
oids d'antigéne par ce de globuline 


Course 10.— Exemple de spécificité en défaut. Lapin préparé avec CoCl,. 
L’épreuve sur le sérum ne montre qu'une faible spécificité. Par contre sur 


les globulines, la réaction avec NiC 


Vantigéne. 


l, est beaucoup plus importante qu’avec 


TasLteau VIIL. — Nombre d’injections et poids d’antigéene 
nécessaires 4 la préparation du lapin. 


ANTIGENE 


Sérum globuline de cheval 


Eithanoliee aes 
Tartrate de Na. 
Phénol. . 


CaCl, 

srclo 
MeClovanwcn: 
INNING S266 
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Ren as en grammes 
7 DORA 
25 & 87 32 a 4412 
10 a 39 0,9 a 21 
12 a 24 2) a 85% 
307a 33 S718) aD 
35,,a 149 On iaaliGRe 
35 a 120 0.8 a 12,8 
48 a 710 (rh Gs ileal 
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les antigénes protéidiques, deux a huit jours pour les antigénes 


organiques ou minéraux, 
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LAPIN PREPARE PENDANT 26 JOURS (46 injections) 
AVEC 34,5 g de GLUCOSE 


410% 410% 
< Epreuve de viscosité a Epreuve de viscosité 
aml Lal 
o sur le sérum 8 sur la y-globuline 
o s 
is > 
= & 
3 o 
+5 
oc 
° ° 
oA a -glucose 
» r 
oO oO 
ip is 
= 
$ 3 
oO oO 
a lon 
eS a glucose © 
no) Ke] 
o @ 
oO oO 
rs 8 e 
® o =e Seeeced ® OB eng 
oA ee es = * Poids d'antigéne par cc de 
3 — Poids d'antigéne aS 5|globuline \ 
A. par ce de wérum a. \ 
4% -4% 
CouRBs 11. 


LAPIN PREPARE PENDANT 26 JOURS (46 injections) 
AVEC 34,5 g de LEVULOSE 
+A0% 410% 
Epreuve de viscosité Epreuve de viscosité 


sur le sérum sur la y-globuline 


/ 02 O44 06 og 
| Poids d'antigéne par ce de globuline 
1 


Pourcentage de la variation deg la viscosité 
Pourcentage de la variation de la viscosité 


Poids d'tantigéne par cc de sérum 


-5% -4% 
Course 412. 
‘Courses 14 et 12. — Courbe 11, lapin préparé avec le glucose: le sérum et la 


y-globuline sont spécifiques du glucose. Courbe 12, lapin préparé avec la 
lévulose : le sérum est légerement spécifique, mais la y-globuline réagit éyale- 
ment avec la levulose et avec le glucose. 
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LAPIN PREPARE PENDANT 26 JOURS (48 injections) 
+10% AVEC 1,18 g de CHLORURE DE COBALT 


Persistance de l'anticorps 


Période de pré 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


Temps 
40 sours 
5% Course 13 a. 
; LAPINS PREPARES PENDANT 26 JOURS (48 injections) 
+10% AVEC 7,7 g de CHLORURE DE STRONTIUM 
o 
» 
Sal 
n 
° 
io] 
” 
is « Lapin 610 
& eS Lapin 6L, 
¢ 
° 
al 
» 
© 
Sal 
& 
o 
> 
Oo 
d 
3 
o Temps 


403 jours 
x 


Pourcentag 


“4% Course 13 6. 


Course 13 a et 13 b. — Persistance de l’anticorps. 
En haut, lapins préparés avec SrCl, ; en bas, lapins préparés avec CoCl,. 


354 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Activiti: SPECIFIQUE DE L’ANTICoRPS. — Nous allons comparer 
successivement les différents éléments a activité de Vanticorps 
(cn désignant, par ce terme, son pouvoir de combinaison spéci- 
fique avec Vantigene). ; 

1° Comparaison des indications de la eee de viscosile. —- 
Pour comparer les indications de la méthode de viscosite, il est 
intéressant d’envisager d’abord son application au cas dun anti- 
gene protéidique (12). 

Quatre lapins de la méme portée sont prepares avec Ja sérum- 


LAPIN PREPARE PENDANT 45 JOURS (70 injections) 


ERS AVEC 378 mgr d'ARSENIATE DE SODIUM 


Persistance de l'anticorps 


e de la variation de la viscosité 


Z eS 

©|Période de préparation Se 

MMMM eee Temps 

a 45 62 84 108 145 jovrs 
-5% 

Course 14. — Persistance de l’anticorps. Lapin préparé avec AsO,NajH. 


globuline de cheval, respeclivement avec un nombre croissant 
injections préparantes. Aprés la derniére injection préparante 
et a des intervalles réguhers, on éprouve le sérum d’une part par 
la méthode de viscosité et, d’autre part, par la floculation, de 
fagon a connaitre Vactivité de Vanticorps et sa persistance. Le 
tableau IX montre que, dés la premiére injection, un anticorps, 
de faible activité, se manifeste déja, mais d’une fagon trés tran- 
sitoire. L’activité et la persistance de Vanticorps augmentent avec 
le nombre des injections préparantes. 

I] est & noter que la méthode de viscosité permet de suivre les 
élapes de la formation de l’anticorps : cette formation est pro- 
gressive el augmente avec le nombre des injections préparantes. 
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LAPINS PREPARES PENDANT 19 JOURS (34 injections) 
AVEC 8,3 g de CHLORURE DE CALCIUM 


+40% Persistance de l'anticorps 


«—_____. Lapin 871 
(— eo Lapin 7.0 


Préparation 
»J& en 


injections 


Pourcentage de la variation de la viscosité 


injections 


444 sours 


Course 15. — Lapin préparé avec CaClo. A noter la phase négative aprés l’in- 
jection de rappel et le relévement consécutif du taux de l’anticorps (effet des 


injections de rappel). 


Tabieau IX, — Etapes de la formation de l’anticorps au cours 
de la préparation du lapin par la S. globuline de cheval. 


FORMATION DE L’ANTICORI'S 
POIDS TOFAL 
NOMBRE bbe hm 
Fone : Vantigene Test de yviscosilé 
(injections nae 
injecté Pouvoir 
pretanaules en grammes 
- i Valeur Poersistance floculant 
p- 100 en jours 
aly 6,7.10 + 1 2 0) 
re 23 410 + 3 2 0 
6. 40m Oe + 6 5 0 
E the DOA On + 6,4 Persiste +++ 
| 


Les tableaux IX, II et 1V permettent maintenant de comparer 
les anticorps. On conslate (tableau X) que Vintensité de la 
réaction de viscosité — c’est-a-dire l’activité de l’anticorps — 
augmente avec le poids moléculaire de l’antigéne. 
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1° Spécificité. — Pour juger de la spécificité, on peut prendre 
la moyenne des expériences précédentes et considérer le pour- 
centage des résultats spécifiques et non spécifiques pour chaque 


LAPINS PREPARES PENDANT 4O JOURS (04 injections) 
AVEC 12,8 g de CHLORURE DE MAGNESIUM 


+40% 


3| Persistance de l'anticorps 

a 

° 
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o 
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> 

0 « Lapin 885 

a 

s c= ee bapin sess 
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E ZN 

&| Période de préparation 3 vet \ 

S I2,8g en 64 injections ee 

2 | CoEOIIIIIIIIIII Cw 

: 99 185 

bh 7 hed 

3 Rappel 

a 0,8g en & 
injections 


-5% 


Course 146. — Lapin préparé avec MgCl, (effet des injections de rappel). 


TapLEAu X. — Influence du poids moléculaire de l’antigéne 
sur l'activité de l’anticorps. 


AUGMENTATION SPECIFIQUE 
de la viscosité du sérum en présence 
NATURE DE L’ANTIGENE de son antigéne 
dans la zone d’équivalence 


Antigéne protéidique . 
_— organique. . 
_ minéral. 


calégorie d’antigéne. Remarquons d’abord que la spécificité, sur- 
tout stéréochimique, se manifeste plus favorablement pour les 
antigéenes protéidiques et organiques. 

Pour les molécules minérales, le tableau VI montre que, pour 
18 animaux préparés, la spécificité a été satisfaisante dans 14 cas, 
soit dans 77 p. 100 des cas. 
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Pour les molécules organiques, la spécificité est en général 
satisfaisante. On doit mettre a part les cas ow la nature parti- 
culiére de la molécule antigénique explique les anomalies : 
sérum de lapin préparé avec le glycocolle et réagissant mieux 
avec l’acétate de Na et l’éthylamine ; aprés préparation par I’argi- 
nine, réaction positive avec la citrulline et l’ornithine ; aprés 
préparation par le phénol, réaction plus marquée avec Vhydro- 
quinone. 

Quant aux antigénes protéidiques, leur spécificité est rigou- 
reuse, sauf dans le cas ot la préparation de l’animal a été faite 
avec des doses trop élevées d’antigéne. 

3° Pouvoir précipitant. — Pour les antigénes minéraux, Je 
tableau IV montre que, sur 49 animaux préparés, 8 globulines 
ont présenté le pouvoir précipitant, soit dans 16 p. 100 des cas. 

Ce pourcentage s’éléve 4 52 p. 100 pour les molécules orga- 
niques (tableau II). 

I] existe encore deux différences importantes par rapport aux 
antigénes protéidiques. Pour les antigénes organiques ou miné- 
raux, le pouvoir précipitant ne se manifeste qu’avec les glo- 
bulines purifiées et exceptionnellement avec le sérum entier. 
D’autre part, Vaspect des floculats est trés différent : ils sont 
grenus et extrémement fins, sans jamais présenter l’aspect flo- 
conneux observé avec les anticorps protéidiques. 

4° Persistance de l’anticorps. — W’influence du poids molé- 
culaire de l’antigéne est trés nette. 

Pour les antigénes minéraux, la durée moyenne, déduite du 
tableau VII, est d’environ soixante jours. 

Pour les molécules organiques, elle est de cent 4 cent quarante 
jours en moyenne. 

Quant aux antigénes protéidiques, la persistance des anticorps 
correspondants peut atteindre plusieurs mois. 

5° Aetion des injections de rappel et phase négative. — Ces 
deux éléments sont communs aux trois catégories d’antigénes. 
Pour tous, l’injection de rappel entraine le relevement du taux 
de l’anticorps et la prolongation de sa présence dans l’organisme 
“— et, pour tous également, l’injection de rappel est immédia- 
tement suivie d’une phase négative oti l’excés d’antigéne bloque 
momentanément l’anticorps présent dans la circulation, en 
s’opposant 4 la manifestation de son activité. Cette phase néga- 
tive a une durée plus courte pour les antigénes minéraux et 
organiques par suite de leur diffusibilité et de leur élimination 
plus rapide. 

En résumé, cef ensemble de faits montre que Vactivilé de 
'anticorps augmente réguli¢rement avec Vélévation du poids 
moléculaire de lantigéne. 
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La question importante est de savoir comment se produit le 
« stimulus anligénique » (1) et si ces petites molécules sont anti- 
géniques par elles-mémes ou par suite d’une combinaison avce 
les protéines de l’organisme. 

On peut, en effet, maintenir la théorie classique relative 4 la 
nature protéique ee antigénes, en considérant avec Gell, 
Harington et Rivers [44], les petites molécules — organiques ou 
minérales — comme des pro-anligénes, ne devenant antigéniques 
qu’aprés combinaison ou absorption sur les protéines de l’orga- 
nisme. D’aprés les auteurs précédents, certaines, parmi les sub- 
stances chimiques qui agissent comme sensibilisateurs, possédent 
la propriété de réagir avec les molécules protéiques pour former 
une combinaison soit directement, soit aprés transformation dans 
Yorganisme. Les autres, qui ne peuvent réagir chimiquement, 
formeraient des complexes d’absorption sur les protéines. Des 
ce moment, le conjugué (ou le complexe d’absorption) est antigé- 
niquement distinct de la protéine initiale et devient antigénique. 
Gell reconnait pourtant une difficulté pour son hypothése quand 
il s'agit d’expliquer l’antigénicité des polysaccharides d’origine 
bactérienne : dans ce cas, seule une absorption spécifique peut 
étre envisagée 

On peut d’abord remarquer que, si les petites molécules ne 
devenajent antigéniques qu’aprés combinaison avec une protéine 
de lorganisme, cette combinaison entrainerait une sorte de nivel- 
lement pour le poids moléculaire de l’antigéne : dans ce cas, 
les activités des anticorps seraient du méme ordre de grandeur, 
puisqu’ils correspondraient 4 des antigénes d’une masse compa- 
rable. Or, il n’en est rien, puisque l’on vient de constater, au 
contraire, que les propriétés de l’anticorps évoluent proportion- 
nellement a I’élévation du poids moléculaire de l’antigéne. 

D’autre part, une objection plus grave peut étre faite au 
complexe d’adsorption proposé par Gell. En effet, une telle 
adsorption ne peut étre quelconque, ni intéresser indifféremment 
toutes les globulines : c’est-a-dire que l’une d’elles va présenter 
une adsorption ¢lective pour la molécule antigénique. Ceci exige 
done que cette globuline posséde d’emblée une sorte d’adapta- 
tion a Vantigdne. I] faudrait admettre, dans ce cas, l’existence 
dune sorte de pré-anticorps universel et susceptible de s’adapter 
a’ nimporte quel antigéne. L’hypothése de Gell recule ainsi le 
probléme et n’apporte pas plus de solution pour Vantigénicité 
que l’hypothése de la panspermie d’Arrhénius pour l’origine de 
la vie sur la Terre. 


(1) Selon l’expression de Burnet et Fenner [43]. 
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Il semble que lon pourrait concilier les faits expérimentaux 
et hypothése de Gell en distinguant deux phases successives 
dans le stimulus antigénique : 

1° Dans une phase immeédiate, qui aurait lieu dés la rencontre 
de l’antigéne avec les protéines de l’organisme, l’une des globu- 
ines subirait un début d’adaptation par suite du contact avec 
Vantigéne et cette adaptation s’effectuerait d’aprés le mécanisme 
envisagé précédemment (2). Dés ce moment, nous retombons dans 
Vhypothése de Gell. 

2° Dans une seconde phase, le complexe antigénique précédent 
retentirait sur l’organe de synthése des globulines (hystiocytes 
ou lymphocytes), en modifiant l’orientation du systéme enzyma- 
lique spécifiquement et en faveur de la structure déja modifiée 
par le début d’adaptation a l’antigéne ; cette modification, ainsi 
réalisée, du systeme enzymatique de synthése assurerait la per- 
sistance de l’adaptation spécifique, quand l’antigéne aura été 
éliminé, 

Ce début d’adaptation spécifique peut se perfectionner propor- 
tionnellement a la présence de lantigéne ect par autant de 
retouches successives, pour aboutir a un anticorps actif: et ce 
perfectionnement progressif cadre bien avec  |’élaboration 
continue, enregistrée dans le tableau IX lors de la préparation 
du lapin avec le sérum-globuline de cheval. 

Cette conception revient ainsi A adopter lhypothése de 
Pauling [20], Haurowitz [24] et par Machebceuf et M"™* Faure [22], 
4 savoir que l’anticorps est synthétisé par le contact direct avec les 
groupes déterminants de l’antigéne. 

Fonetion-anticorps et fonction-transporteur. — Quel que soit le 
mécanisme du stimulus antigénique, |’adaptation spécifique des 
globulines plasmatiques pour les molécules organiques ou miné- 
rales présente les caractéres essentiels des anticorps provenant 
des antigénes protéidiques et peut done étre considérée comme 
une véritable fonction-anticorps. 

De plus, cette fonction qui permet la combinaison de la 
molécule-antigéne .avec les protéides plasmatiques — entraine 
l'admission de cet antigéne dans la circulation et son « trans- 
port » dans lorganisme. On est ainsi conduit a rattacher la 
fonction-anticorps a un phénoméne beaucoup plus général, la 


(2) Dans cette hypothése, l’invasion massive et continue d’une molé- 
cule étrangére force les constituants normaux du plasma a modifier 
la structure rigoureuse qui caractérise leur état normal et a subir un 
remaniement trés simple de sa structure pour l’adapter a celle de 
Vantigeéne. La fonction-anticorps résulterait donc a la fois de lexistence 
d’une organisation structurale trés étroite pour les constituants plas- 
matiques ct de l’adaptation de cette structure 4 l’antigéne imposé [44]. 
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jonction-transporteur, ot l’anticorps apparait comme un cas parti- 
culier. 

Cette notion de transporteur a été introduite par Bennhold [49] 
et élendue par Machebceuf et Tayeau [45] avec les cénapses, le 
transporteur pouvant assurer soit la distribution des éléments du 
métabolisme, soit le blocage des agents toxiques. Grabar [46, 47, 
48} a proposé l’assimilation des anticorps aux transporteurs par 
suite de lidentité de leur nature et de leurs fonctions. Or, la 
fonction-anticorps, considérée ici pour les petites molécules 
organiques ou minérales, conslitue l’intermédiaire entre les trans- 
porteurs et les anticorps, en entrainant, conformément aux 
conclusions de Grabar (3), une extension considérable de l’immu- 
nilé. Cette notion trés générale de « transporteur » offre de plus 
Vavantage de débarrasser de toute finalité de concept d’anticorps : 
parmi les transporteurs, certains d’entre eux seulement pourront 
peut-étre se comporler comme des anticorps efficaces, sans que 
rien ne permette d’en décider a priort. 

D’autre part, cette généralisation de ]’immunité entraine une 
représentation trés simple pour la formation de l’anticorps ou, 
plus exactement, pour la transformation d’une fonction-transpor- 
teur en anticorps. I] suffit d’admettre que la complication de la 
globuline-transporteur refléte celle de la molécule a transporter, 
c’est-a-dire de l’antigeéne. Quand celui-ci est constitué par une 
petite molécule simple, un remaniement trés léger de la globuline 
normale peut suffire pour assurer l’adaptation spécifique et le 
transport : et rien ne distingue cette globuline parmi les autres. 
Ses propriétés de combinaison spécifique, c’est-a-dire sa fonction- 
anticorps, n’est révélée que lorsqu’elle est en présence de son 
antigéne. Par contre, quand le poids moléculaire et la compli- 
cation structurale de l’antigéne augmentent, la fonction-trazs- 
porteur exige une déformation si profonde que la globuline trans- 
formée s’écarte de son type initial et peut étre considérée comme 
une molécule nouvelle : la fonction-transporteur aboutit A J’anti- 
corps « en bouteille », isolable. 

La fonction-transporteur et la fonction-anticorps se confon- 
draient ainsi dans le cas des antigénes de faible poids moléculaire. 
Elles résulteraient, toutes deux, d’une déformation spécifique de 
la globuline initiale, l’ampleur de cette déformation dépendant 
du poids moléculaire de Vantigeéne et de la complexité de sa 
structure. 

On peut encore remarquer que Valtération de la fonction-trans- 
porteur des éléments du métabolisme peut intervenir dans cer- 


(3) « Jl est certain que la formation des anticorps n’est pas limitée 
4 la défense anti-infectieuse, mais correspond 4 un  phénoméne 
général » [46]. 
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taines pathogénies : le transport de l’acide urique dans la goutte, 
l'état de besoin dans |’éthylisme... et que l’existence de fonction- 
ant:corps correspondant & des molécules trés simples peut 
expliquer certains états allergiques. 


R&sUME ET CONCLUSIONS. 


1° Une préparation prolongée de l’animal avec une molécule 
minérale entraine adaptation de ses globulines plasmatiques 
a cette molécule. Cette adaptation présente les caractéres essen- 
els des anticorps: spécificité, persistance dans l’organisme, 
action des injections de rappel. 

2° La comparaison des anticorps.correspondant 4 des molécules 
minérales, organiques ou protéidiques montre que l’activité de 
ces anticorps augmente proportionnellement a |’élévation du poids 
moléculaire de l’antigéne. 

3° Pour les antigénes constitués par une molécule minérale ou 
organique, la fonction-anticorps se confond avec la fonction- 


transporteur. 
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SUR LE POUVOIR VIBRIOCIDE DU SERUM DE COBAYE 
CONSIDERE COMME REVELATEUR DU CARACTERE © R » 
DE V/BRIO CHOLERA 


par J. GALLUT (*). 


(Institut Pasteur.) 


Un nouveau test pour identification du caractére « R » chez le 
vibrion cholérique a été décrit réceemment par Singh et Ahuja [4] 
ef accueilli avec intérét par le Comité des Experts du Choléra 
de 10. M.S. dans sa derniére session [2]. 

D’aprés les auteurs Indiens, la sélection des souches exclusi- 
vement « S » basée sur les critéres habituels (aspect lisse des 
colonies sur gélose, trouble homogéne des cultures en milieux 
liquides, thermostabilité des suspensions en eau physiologique, 
non-précipitation par le réactif de Millon et la trypaflavine) ne 
permettrait pas d’éliminer sdrement les souches « R » ou partiel- 
lement « R ». Conséquence pratique, l’emploi des souches consi- 
dérées a tort comme « S » conduirait a la préparation de vaccins 
‘de qualité inférieure. 

Pour dépister les souches possédant cetle rugosité imapparente. 
Singh et Ahuja précon:sent donc, outre la recherche systématique 
de Vagglutination par un sérum anti-O choléra « R », Vemploi 
de leur nouveau test qui est basé sur l’action vibriocide du com- 
plément de cobave. 

L’utilisation d’un sérum agglutinant anti-R est connue ; par 
contre, loriginalité de l’épreuve par l’alexine est enti¢re, car si 
la sensibilité de V. cholerae au sérum frais de cobaye est apparue 
depuis la découverte du « phénoméne de Pfeiffer » (1894) ot, 
associée a l’action spécifique du sérum anticholérique, elle 
concourt au diagnostic de l’espéce, c’est la premiére fois qu’il 
est fait appel a cette propriété dans un but de discrimination 
d’une variété parmi les vibrions cholériques eux-mémes. 

Le test de Singh et Ahuja consiste essentiellement 4 soumettre 
\ 37° pendant quatre heures des quantités déterminées de vibrions 
cholérigues et de sérum frais de cobaye (soit pour une partie de 
la dilution & un centiéme d’une culture de dix-huit heures en 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 6 novembre 19852. 
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eau peptonée, deux parties de complément dilué a demi en eau 
peptonée). Deux prélévements sont faits avec une anse de 3 mm 
de diamétre et ensemencés sur gélose : le premier, qui sert de 
témoin, dés la préparation du mélange vibrions-alexine, le second 
apres quatre heures d’incubation a 37°. 

Les résultats seraient trés nets: les souches « S » véritables 
conserveraient leur vitalité aprés quatre heures de contact avec 
l’alexine et seraient repiquables sur la gélose dans les mémes 
conditions que les témoins, tandis que les souches « R », partiel- 
lement « R » ou inapparentes « R », seraient tuées par l’alexine 
apres quatre heures de contact et ne fourniraient par conséquent 
aucune culture sur la gélose. 

Ces résultats seraient dans tous les cas en confirmation avec 
ceux donnés par l’agglutination d’un sérum anti-R. Les auteurs 
mentionnent cependant que 20 p. 100 des sérums de cobaye ne 
conviennent pas pour ce test, et quil faut éliminer les sérums 
exercant une action inhibitrice ou bactéricide sur les vibrions cho- 
lériques lisses. 

Cette épreuve nous a semblé a premiére vue intéressante, et 
le patronage du Comité des Experts aurait suffi & nous inciter aA 
l’expérimenter, si de plus, nous n’avions pas été mis en cause 
personnellement dans la note de présentation du test 4 ?OMS 
par le D* Ahuja [8]. Celui-ci fait état, en effet, du résultat de 
son test sur des souches de vibrions cholériques utilisées par 
nous-méme dans un travail précédent [4] (et que nous lui avions 
transmises 4 sa demande), pour leur attribuer un caractére « R » 
indécelable par les procédés habituels. Ahuja impute ainsi a la 
seule dégénérescence de notre matériel microbien la présence des 
caractéres antigéniques que nous avons décrits chez ces vibrions, 
en confirmation des travaux de Burrows [5]. 

Sans vouloir nous prononcer sur Je fond de la discussion de la 
multiplicité des facteurs antigéniques de V. cholerae, qui a déja 
suscité des avis contradictoires {5, 6, 7, 8, 9], il était essentiel 
pour nous de savoir s’il était possible de se fier d’une maniére 
absolue aux réponses du test de Singh et Ahuja. 


EXPERIMENTATION. 


Nous avons procédé 4 une série d’essais de ce test: 16 au 
total, dans lesquels 9 échantillons différents de compléments, 
provenant de 10 cobayes différents, ont été mis en contact avec 
13 souches de vibrions se répartissant en 

Douze vibrions agglutinables par le sérum anti-O cholérique 
(sous-groupe I de Gardner et Venkatraman), 

Un vibrion non agglutinable par le sérum anti-O cholérique, 
parmi lesquels nous comptions 10 souches classiquement « S », 
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2 souches manifestement « R » (prédominance de colonies 
plissées sur gélose avec rares colonies lisses, culture agglutinée 
en bouillon) et une souche partiellement « R » (prédominance 
de colonies lisses avec rares colonies plissées sur gélose, culture 
homogéne en bouillon). 

La dénomination des souches, leur origine, leur type et leur 
taux d’agglutination avec les sérums anti-S et anti-R sont donnés 
dans le tableau I. Trois de ces souches (569B, 35A3 et 8946) 
ont été iestées antérieurement par Singh et Ahuja [4]. 


TarLEAu I. — Caractéristiques des souches éprouvées 
par le test Sing Ahuja. 
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RESULTATS. 


Il ressort de nos essais que les V. cholerae classiquement « S » 
(n°? 1 a 9) ont toujours satisfait au test, a l'exception de deux : 
le n° 2 (41 HI) et le n° 6 (Hanoi VII) qui n’ont résisté a |’alexine 
que sept et six fois respectivement sur huit. Ces anomalies ne 
peuvent étre attribuées au pourcentage indiqué (20 p. 100) des 
sérums de cobayes ne convenant pas au test, puisque les autres 
souches, et nolamment les vibrions 569B et 35A3 testés par Singh 
et Ahuja, ont résisté au complément. Mais, ces vibrions litigieux 


eee ee eee eee eee ee ee rr) 
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mis a part, il reste que sept vibrions cholériques considérés par 
nous comme « S » uniquement sur le vu des critéres classiques, Je 
sont également dans huit essais sur huit entre nos mains au sens 
de Singh et Ahuja, et parmi ces vibrions le V.8946 que les 
auteurs indiens ont rejeté comme « R » sur le vu de la méme 
épreuve. 

Nous attirons lattention sur le résultat paradoxal de Tessa 
n° 16 sur le vibrion n° 2 (41 HI) déja cilé (1), qui a fait appa- 
raitre au milieu de colonies lisses une colonic rugueuse dont la 
présence nous parait difficile & concilier avec la théorie du pou- 
\oir vibriocide spécifique de la forme « R ». 

FExaminons, d’autre part, les résultats fournis par les souches 10 

11 qui sont manifestement « R » et la souche 12 qui est « RS ». 

La souche n° 10 (Dalat 28) répond six fois sur huit « S » au 
sens Singh et Ahuja. 

La souche n° 11 (Makassar 714) fourn:t chaque fois une culture, 
mais, fait inatlendu, celle-ci se présente trois fois sous l’aspect 
homogene de colonies lisses et quatre fois sous l’aspect d'un 
mélange en proporlions variables de colonies lisses etsrugueuses. 
S’agissant dune souche E]-Tor, il faudrait supposer, contraire- 
ment ace qu’affirment Singh et Ahuja, que dans cette variété de 
vibrion les formes « R » ne sont pas sensibles a l’action du 
complément, si cette hypothése n’était contredite par les résultats 
de la souche n° 12 (1 Tor 14) qui, testée deux fois, répond elle- 
méme deux fois par une culture exclusivement « S ». 

Notons enfin que le n° 13, vibrion non cholérique « S », a donné 
une culture lisse deux fois sur deux essais. 

Les résultats complets des expériences que nous avons faites 
avee le temps de contact vibrion-complément fixé par Singh et 
Ahuja, soit quatre heures, sont donnés dans le tableau II. 

Poursuivant nos essais, nous avons voulu examiner de plus 
pres l’aclion du complément, d’abord en faisant varier le temps 
de contact, et également en comptant le nombre de germes résis- 
tant au pouvoir vibriocide du sérum de cobaye. 

En effet, telle quelle a été décrite, cette épreuve doit fournir 
une réponse par « tout ou rien » : les auteurs ayant adopté un 
ensemencement de contrdle sans étalement, notent leurs résultats 
par « pousse » Ou « ne pousse pas », ce qui nous a semblé un 
peu sommaire. De plus, cette technique fait postuler une égale 
résistance 4 l’alexine de toute la Scsemdaii d’une souche, ce 
qui parait difficile 4 concevoir a priori. 

Quelques expériences ont done été faites en prolongeant le 
temps de contact, depuis quatre jusqu’a vingt-quatre heures, et en 


(1) Souche Ogawa utilisée dans la fabrication du vaccin au Haffkine 
Institute Bombay (Sokhey et Habbu. Bull. O. M. S., 1950, 3, 55). 
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Tasteau Il. — Action du sérum de cobaye sur les vibrions 
(temps de contact : quatre heures). 
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0, stérilisation; +, subculture de colonies lisses exclusivement; Sr, subculture de colonies 


lisses prédominantes; Rs, subculture de colonies rugueuses prédominantes; —, cssai non 
pratiqué, 


élalant la prise d’essai (une anse de 3 mm de d:ametre) sur 
toute la surface de la gélose d’une boite de Petri. Le tableau HI 
indique les résultats de ces expériences. 

Il est impossible, A notre avis, den tirer une conclusion 
valable, tant ils sont divers. 

Le sérum n° 2 (expérience n° 4) n’a pas eu d’action vibriocide 
totale, méme en prolongeant le contact vingt-quatre heures ; il a 
peut-élre favorisé Vapparition de colonies « R » dans_ les 
souches 4 et 9 qui n’en comportaient pas a ]’origine, et il a fait 
indiquer comme « S » Ja souche 10 originellement « R ». 

Par contre, le sérum n° 6 qui a donné des résultats équivalents 
en quatre et six heures, a stérilisé toutes les souches en vingl- 
quatre heures, mais il n’a donné auparavant aucune discrimina- 
tion pour les souches « R ». 

Enfin le sérum n° 7 a fourni des résultats équivalents en quatre 
et cing heures ; il a commencé 4 slériliser la majorité des souches 
dés la septiéme heure, l’action vibriocide étant totale en vingt- 
quatre heures, mais 1a aussi il n’y a eu aucune action discrimi- 
nante entre souches « S » et « R ». 


Discussion ET CONCLUSIONS. 


Comme on a pu le voir, loin de confirmer Ja valeur du test de 
Singh et Ahuja, la multiplication de nos essais nia fait quiaug- 
menter le nombre des résultats paradoxaux. 


bo 
= 
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Tasieau Ill. — Influence du temps de contact vibrions-sérums 
de cobaye sur le nombre des coJonies de subcultures. 


Tarxeau III 
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Dans Ja colonne de chaque souche, les chiffres indiquent le nombre des colonies des 
subcultures (forme « § » sauf indication contraire),le signe «indique des colonies confiuentes 
incomptables. (Aspect identique au témoin sans sérum). 


Ceux-cl ne sauraient étre attribués a des sérums défectueux 
au sens des auteurs du test, puisque tous nos échantillons de 
complément ont respecté les souches lisses, reconnues telles par 
cux-mémes (n°* 569 B et 35A8). 

Si Pon voulait contester cependant nos résultats, il faudrait 
admettre que nos sérums alent, en quasi totalité, péché par défaut, 
cest-a-dire par une inactivité totale en quatre heures sur les 
souches « R » aussi bien que « S ». ‘Le sérum des cobayes indiens 
présenterait-il des propriétés vibriocides différentes de celles des 
sérums des 10 cobayes que nous avons utilisés ? 

Cette dern:ére hypothése, si elle était vérifiée, réduirait en tous 
cas la portée pratique du test, et il nous parait, en attendant sa 
confirmation, difficile d’attacher 4 cette épreuve l’importance que 
veulent lui conférer ses auteurs, et ceci pour plusieurs raisons. 

Sous sa forme originale : action vibriocide totale en quatre 
heures, elle ne donne qu’une réponse par « tout ou rien » qui ne 
met pas 4 l’abri des erreurs. En effet, comme nous avons pu !e 
constater, l’action vibriocide est progressive et se traduit presque 
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toujours dans les premiéres heures par une stérilisation seule- 
ment partielle de la descendance de la souche, mais, en régle 
générale, aprés vingt-quatre heures, tous Jes vibrions sont morts. 

Si J’on tente de chiffrer en fonction du temps cette action 
vibriocide, on aboutit seulement & une complication plus grande 
du test, sans en rendre les résultats moins difficiles a interpréter. 

Fixer a quatre heures ou plus le temps de résistance d’une 
souche « S », et & moins de quatre heures le temps de survie 
@une souche « R », nous parait quelque peu artificiel et arbi- 
traire. Néanmoins, on pouvait espérer que l’action vibriocide 
réelle du complément serait tout au moins utilisable pour sélec- 
lionner les variantes résistantes qui seraient censées représenter 
la forme « S » idéale. Malheureusement, certaines de nos expé- 
riences ont montré que l’on ne saurait non plus faire fond sur 
cette hypothése : apparition de colonies « R » issues des vibrions 
soumis a l’action de l’alexine la rend inconcevable. Ce fait expé- 
rimental enléve, a notre avis, toute base sérieuse au test proposé. 


RésuME. 


Des essais répétés du test vibriocide de Singh et Ahuja prati- 
qués sur 13 souches de vibrions en utilisant les sérums de 
10 cobayes, ont montré que si ce test confirme le plus souvent 
les critéres classiques du caractére «S » de V. cholerae, par 
contre, il ne permet pas d’éliminer 4 coup str les souches mani- 
festement « R». L’apparition, constatée plusieurs fois, de colonies 
rugueuses issues des vibrions éprouvés par le complément, ne 
permet pas d’accorder une base valable a cette épreuve. 
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NOUVELLE METHODE 
DE SEPARATION DES PROTEINES SERIQUES 
PAR LE METHANOL. 
APPLICATION AUX SERUMS DE LAPIN ET DE CHEVAL. 


par J.-M. DUBERT, P. SLIZEWICZ, P. REBEYROTTE et M. MACHEBOEUF. 


(Unstitut’ Pasteur.) 


Pillemer a décrit [4] une méthode qui permet la séparation 
quantitative par Je méthanol des protéines sériques humaines 
en deux fractions : albumines d’une part, globules d’autre 
part. 

En cherchant & adapter la technique au cas du sérum de Lapin. 
nous avons été amenés a Ja modifier profondément, et ceci 
a conduit 4 une méthode permettant d’obtenir un fractionnement 
plus effectif séparant trois groupes bien distincts : 1° globu- 
lines y; 2° globulines a et 6 ; 3° albumines. 

La méthode s’applique 4 des quantités méme trés faibles de 
sérum : 1 ml. Elle est valable non seulement pour le sérum de 
Lapin, mais aussi pour le sérum de Cheval. Elle serait peut-étre 
adaplable & des sérums d’autres espéces animales par de légéres 
modifications. 


PRINCIPE DE LA METHODF. 


Une concentration de 30 p. 100 en méthanol au pII du sérum 
suffit a précipiter les y globulines (avec un peu de £, globulines) ; 
une acidification: ultérieure ménagée ameéne la précipitation des 
gtobulines a et Bp. Le surnageant contient les albumines. 

Nous avons suivi la séparation des différentes fractions, tant 
au cours de la mise au point qu’au cours d’expériences ulté- 
rieures (1) par microélectrophorése sur papier, selon la technique 
mise au point dans notre laboratoire [8]. On peut remarquer que 
la mobilité électrophorétique des différentes fractions isolées n’est 
pas modifiée par l’action des réactifs, ainsi que le montre 


(1) C’est la vitesse de renouvellement de ces trois fractions que nous 
avons étudiée par l’emploi des isotopes du carbone inclus dans le 
groupement isopropyle de la valine [2]. 
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la figure 1 ott I goutte de sérum normal témoin a été déposée 
sur le méme électrogramme que les trois fractions isolées. 
Ce résultat a été constamment vérific. 


TECHNIQUE : 
Réactifs nécessaires : 


Solution tampon : 


INGHGNS CHOSKTUIS INE, 5 5 6 8 doo go po eA ill 

SoMmd es Mies egrenn tna | were eee Smal 

LFENTOONSUNI SS a eS go oe a a oo OSE Baal 
Solution aqueuse de méthanol : 

Methanol’ = ens Gears 2 ts se se rels. parties: 

WOU gee ee aren ese coe cOlatresparties: 


Fic. 1. — Electrophorése des différentes fractions protéiques 
obtenues a partir dun sérum de Lapin. 


FRactionnemMeNt : A 2 ml de sérum de Lapin, on ajoute 1 ml 
de la solution tampon. Le mélange ainsi réalisé est amené a 0° C, 
On ajoute alors 7 ml de la solution aqueuse de méthanol préala- 
blement refroidi & — 5° C (2). [Toutes les opérations doivent dés 
lors étre réalisées & une température inférieure 4 0° C.| 

On attend une demi-heure, puis on centrifuge vingt minutes. 
Les y (et une partie des p,) globulines ont sédimenté.. 

Le surnageant est recueilli dans un pot a centrifuger : on 
y ajoute 0,2 ml d’acide acétique M; on attend a nouveau une 
demi-heure. On centrifuge rapidement : les globulines o,, a, et B, 


sédimentent. 
Le surnageant est recueilli, puis additionné d’un égal volume 


(2) L’addition de la solution de méthanol doit étre effectuée lente- 
ment sous agitation continue pour éviter toute élévation locale de 


température. 
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de méthanol pur (préalablement refroidi). On centrifuge : le culot 
est constitué par les albumines. 

L’ensemble de ces opérations est aisément réalisé en deux 
heures et demie. Nous les avons effectuées sur des quantités de 
sérum variant de 1 a 200 ml. 

Les fractions brutes ainsi oblenues sont un peu souillées par 
leurs eaux-méres ; on peut les purifier ainsi : 

Premiere fraction y globulines. — Le précipité est dissous dans 
2 ml d’eau physiologique et le pH ramené a 8 par une solution 
diluée de soude. On précipite comme précédemment par addition 
du tampon, puis du réactif alcoolique. 

Deuxiéme fraction a et 6 globulines. — Le précipité obtenu par 
acidification est souillé d’une quantité variable d’albumines. Pour 
le purifier, on dissout ce précipité dans l’eau physiologique par 
une légére alcalinisation jusqu’a pH 8. Le volume final esi 
ajusté 4 2 ml; on y ajoute 1 ml de la solution tampon et 7 ml de 
réactif alcoolique, comme précédemment. On acidifie ensuite avec 
de l’acide acétique N/5 jusqu’a Vobtention d’un louche net et 
persistant. Aprés trente minutes, le précipité formé est centri- 
fugé. Cette précipitation n’est pas quantitative, surtout pour les 
globulines f, mais elle permet d’éliminer les albumines. 


INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN METHANOL 
ET DE L ACIDIFICATION. 


Cette technique est le résullat d’une étude systématique au 
cours de laquelle nous avons étudié l’influence de Ja concentration 
en méthanol et de acidification : la technique de microélectro- 
phorése sur papier nous a permis d’effectuer trés rapidement un 
grand nombre de contrdles. 

Les clichés 2 et 8 correspondent a l’électrophorése des solutions 
que donne la dissolution dans 2 ml d’eau physiologique des 
précipités de y globulines (fig. 2) et de globulines « et 6 (fig. 3) 
obtenus a des concentrations en méthanol variables. 

On voit (fig. 2) qu’au pH du sérum, c’est pour une concen- 
tration de 25 4a 80 p. 100 que la précipitation des globulines est 
quantitative. 

La figure 3 montre que pour des concentrations en méthanol 
supérieures a 30 p. 100, acidification améne la précipitation avec 
les a et B globulines d’une certaine quantité d’albumines. 

Si, au moment de la précipitation des globulines a et , 
par acidification, la concentration en méthanol est inféricure 
a 30 p. 100, une certaine proportion de globulines 6 reste en 
solution. Ces p globulines, lors du troisiéme temps du fraction- 
nement, se retrouvent avec des albumines (fig. 4). 

Le cliché 4 correspond aux électrophoréses des solutions 
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obtenues par dissolution des précipités albuminiques dans 2 ml 
Weau physiologique. Les concentrations en méthanol indiquées 
sur chaque bande sont celles ot a eu lieu la précipitation en 


Fads 


Fic. 2. — Précipitation des y globulines 
en fonction de la concentration en méthanol. 


Fic. 3. — Précipitation des globulines « et 8 
lorsque la concentration en méthanol varie. 


Fic. 4. — Concentration en méthanol variable : fraction albumine. 


deux temps des globulines. Ces expériences montrent que c’est 
pour une concentration en méthanol de 30 p. 100 que se réalise 
un fractionnement optimum entre les globulines « et 6 d'une 
part et les albumines d’autre part, par le jeu de acidification. 
Nous avons fait varier également la quantité d’acide acétique N 
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ajoutée de 0,1 4 0,4 ml pour des concentrations en méthanol 
égales. Dans ces limites les résultats furent identiques. La 


(ea 
Rig. 5. Kic=6. 
fic. 5. — Electrophorése d’une solution de y globulines de Lapin. plII : 8,55. 


Temps : 8 400 secondes. P'/2 : 0,45. Mobilité de la fraction principale repré- 
sentant 86 p. 100 des protéines en solution : 4,7. 

Fic. 6. — Electrophoreése (une solution d’albumine de Lapin. pH : 8,55. Temps : 
7800 secondes. T/2 : 0,15. Mobilité de la fraction principale représentant 
9% p. 100 des protéines en solution : 6,8. 


Fic. 7. — Electrophorése d'une solution de globulines a et 8 
purifiées de Cheval. pH : 8,55. Temps : 9 600 secondes. [/2 : 0,15. 


mesure du volume d’acide acétique N ajouté peut done étre 
effectuée assez approximativement. 
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Les résultats que nous venons de présenter ont été obtenus a 
partir du sérum de Lapin. A titre d’exemple, nous donnons 
quelques-unes des électrophoréses du type Tisclius que nous 
avons effectuées concurremment aux électrophoréses sur papier 
(fig. 5 et 6). 

Nous avons obtenu, pour le sérum de Cheval, avec la méme 
technique, des résultats analogues. Nous donnons ici le dia- 
gramme d’électrophorése de la fraction correspondant aux «a 
et 6 globulines purifiées de Cheval. Elles ne contiennent pas du 
tout d’albumine, et seulement des traces de y globulines (fig. 7). 

L’analyse de la courbe d’électrophorése de la figure 7 met en 
évidence 5 fractions dont les mobilités et les pourcentages relatifs 
sont indiqués dans le tableau ci-dessous. 


FRACTION 7H) POURCENTAGE 


Resume. 


Par l’action successive d’une concentration en méthanol de 
30 p. 100 et d’une acidification ménagée, en travaillant 4 une 
température inférieure a 0° C, la méthode que nous proposons 
permet, 4 partir de 1 ou 2 ml d’un sérum de Lapin ou de Cheval, 
d’obtenir séparément : 1° les y globulines souillées seulement 
d’un peu de f, globulines; 2° les globulines a et B; 3° les 
albumines ne contenant plus que des traces de _ globulines. 
L’ensemble des opérations est réalisable en moins de trois heures. 
Les électrophoréses sur papier nous ont guidés constamment 
dans ce travail. Elles permettent de contrdler simplement le 
résultat de tous les fractionnements effectués : résultats paralléles 
4 ceux obtenus par I’électrophorése classique. 
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ETUDE HISTOPATHOLOGIQUE DES VERS A SOIE 
ATTEINTS DE BACILLUS CEREUS 
VAR. ALESTI 


par C. TOUMANOFF et C. VAGO. 


(Institut Pasteur, Paris 
et Station de Recherches Séricicoles d’Alés [Gard] I. N. ft. A.) 


Dans des publications antérieures, nous avons relaté les faits 
concernant la nature de l’affection des vers A sole causée par 
Bacillus cereus var. alesti Toumanoff et Vago [16, 43] et son 
action sur ces insectes comparée a celle d’autres bacilles ento- 
mophytes [44]. 

Nous avons indiqué que l’effet pathogéne de ce bacille sur les 
vers A soie peut se manifester sous deux formes : l’intoxication et 
la septicémic, en indiquant les conditions dans lesquelles se 
manifeste chacune de celles-ci. 

Notre affirmation était basée, d’une part sur ]’étude des frottis 
du contenu intestinal des vers infectés, et d’autre part, sur 
frottis du sang de vers malades ou morts. 

Nous préciserons ici ]’étude histologique des lésions provoquées 
par Bacillus cereus ou par sa toxicité. 

Malgré de nombreux travaux effectués sur les maladies des 
insectes, peu de notions sont acquises sur l’histopathologie des 
lésions dues a des germes pathogénes. 

Métalnikov et ses éléves étudiant l’effet de divers microbes sur 
les Lépidoptéres et plus particuliérement sur Galleria mellonella L. 
et Pyrausta nubilalis Hiibn. ont établi par l’examen des coupes, 
l’action sur les tissus d’insectes de divers germes entomophytes 
ou autres, mais surtout a la suite de leur injection dans la cavité 
du corps. 

Tout en ayant expér:menté l’effet de divers microbes pathogénes 
per os sur diverses chenilles sensibles, Métalnikov [7], puis Métal- 
nikov et Chorine [8] n’ont jamais apporté de précisions quant aux 
modalités et au mécanisme de ces infections du point de vue 
histologique. 

Ces auteurs, préoccupés surtout de déterminer l’effet de tel 
ou tel germe sur les chenilles afin de rechercher les souches 
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pouvant étre utilisées dans la pratique, ont fait abstraction de cette 
étude si nécessaire en vue d’évaluer la valeur pratique d’un 
microbe pour la destruction des insectes nuisibles. 

Un autre auteur, Paillot, dont les travaux ont porté surtout sur 
les vers a sole, a présenté dans ses publications de trés nom- 
breuses figures de coupes histologiques et a relaté ses obser- 
vations cytologiques [9]. 

N’ayant pas signalé l’existence d’une flacherie bacillaire conta- 
gieuse et n’ayant pas pu contaminer les vers a soie per os par 
aucun des germes qu’il isola, Paillot a décrit surtout les modifi- 
cations pathologiques observables dans |’intestin des insectes a 
la suite de phénoménes morbides dont il attribua la cause aux 
perturbations physiologiques ; il fit de méme dans le cas de 
affection qu’il a désignée sous le nom de « pseudoflacherie » dont 
Pétiologie n’a pas été précisée. 

Les auteurs japonais (Aoki et Chigasaki) qui ont étudié ]’action 
sur les vers 4 soie du Bacillus sotto (Ishiwata), indiquent dans 
leurs travaux [1, 2] que ce bacille exerce sur ceux-ci un trés 
rapide effet toxique, mais peut aussi provoquer la septicémie. Is 
constatérent, en effet, la présence du bacille dans l’hémolymphe 
lorsque les insectes mouraient tardivement. Ces auteurs ont 
conclu que la septicémie n’était qu’une forme exceptionnelle de 
cette maladie et principalement chez les vers affaiblis par la 
toxicité des cultures. 

Le mode d’action du Bacillus sotto (Ishiwata) qui s’avére, 
comme nous I’avons indiqué, peu pathogéne pour les vers a soie 
de la région des Cévennes fut, au Japon, trés semblable a celui 
de Bacillus cereus var. alesti en France. Ce n’est, du reste, pas 
étonnant ; ces deux bacilles, comme cela a été indiqué, tout en 
étant différents, ont de grandes affinités [42, 45]. Aoki et Chiga- 
saki n’ont cependant pas recherché en quoi se manifeste, du 
point de vue histologique, l’effet de ce bacille sur les vers et 
comment il se comporte dans leur organisme. 

Dans sa mise au point d’ensemble sur la Pathologie des Insectes 
ou sont rapportées toutes les indications bibliographiques sur ce 
sujet, Steinhaus (1949) [10] ne relate que quelques cas de l’effet 
des microbes sur les tissus de l’héte. 

Le seul cas mentionné d’infection par un germe du_ genre 
Bacillus ow l’étude histopathologique a été effectuée, est celui 
de l’infection des larves d’abeilles par Bacillus larvae White 
(Jaeckel, 1930) [6]. 

Il ne fait aucune allusion aux travaux concernant le mécanisme 
de l’infection et de l’histopathologie chez les Lépidoptéres, ni dans 
Je cas de maladies septicémiques, ni dans le cas d’affections 
intestinales provoquées par un germe du genre Bacillus. 

Nous pensons que les faits relatés dans cette communication 
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constituent la premiére étude histologique, 4 notre connaissance, 
d'un Lépidoptere (Bombyx mori) atteint d’une affection  stric- 
tement interne, par un germe du genre Bacillus. 


A. — MAaTéRIEL ET TECHNIQUE. 


Dans ce travail, nous avons eu recours & une technique histo- 
logique simple : fixation des chenilles entiéres ou de leur tube 
digestif dans le liquide Duboseq-Brasil et la coloration des coupes 
par Glychémalun de Mayer et éosine. 

Il nous a semblé nécessaire d’établir tout d’abord Vaction des 
bacilles sur les tissus et le mécanisme de |’infection des vers, avant 
d’aborder les recherches cytologiques compliquées qui permettent 
de préciser Vaction des bacilles sur les cellules. 

Pour reconnattre l’effet de Bacillus cereus var. alesti sur les 
vers, nous avons éludié, d’une part, les coupes d’insectes fixés 
encore vivants, montrant une paralysie totale ou presque totale 
(sauf des vraies pattes) et aussi celles d’insectes aprés leur mort. 

L’étude ia porté tout aussi bien sur les chenilles mourantes 
par toxémie rapide que sur celles présentant une affection lente 
et se terminant par la septicémie. 

C’est l'étude des coupes d’insectes malades, qui offrait le plus 
dintérét. 

B. — Exposh prs RESULTATS. 


L’examen histologique des vers malades a permis de constater 
trois phénoménes 

1° L’infection sans pullulation apparente des bacilles dans le 
tube digestif. 

2° La pullulation du bacille dans la lumiére intestinale seu- 
lement. 

3° Une infection accompagnée d’invasion bacillaire du tube 
digestif et du sang. 

Ci-aprés, les observations concernant l’effet de Bacillus cereus 
var. alesti sur les tissus de ’héte a la suite d’une action toxique (a) 
et Vinvasion hacillaire précédant ou accompagnant une septi- 
cémie (b). 


a) AcTIoN ToxtQUE. — Comme nous l’avons indiqué antéricure- 
ment, Jes vers & soie, lorsqu’on leur administre une dose trés forte 
de bacilles ou bien des doses relativement faibles aprés un jetne 
préalable de quelques heures, meurent aprés un laps de temps 
trés court, variant de deux a cinq heures. 

Chez les vers trés malades ou mourant dans ces conditions 
d’intoxication rapide, les bacilles sont parfois difficiles a déceler 
sur les coupes et méme dans les frottis de l’intestin. Ils n’ont 
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certainement pas le temps de s’y développer et la mort et l’intoxi- 
cation doivent certainement étre imputées A l’effet d’une substance 
toxique ou a une toxine, soit sécrétée par les bacilles, dans 
le milieu, soit accumulée dans leur corps. On trouve cependant 
souvent dans des frottis de l’inteslin, méme deux ou trois heures 
aprés l’ingestion fatale des bacilles, les corps bacillaires ou bien 
les spores. 

Malgré la rareté ou l’absence apparente des germes, on cons- 
tate que l’intoxication rapide des vers s’accompagne de modifi- 
cations pathologiques des tissus de l’hote. On observe notamment, 
dans l’intestin d’insectes malades devenus presque immobiles, une 
trés forte dégénérescence de |’épithéhum de l’intestin moyen, dégé- 
nérescence qui consiste, d’une part en une perte de cohésion entre 
les cellules épithéliales et, d’autre part, en une transformation 
de leur ensemble en une masse d’aspect spongieux ot se trouvent 
les noyaux soit frappés de pyenose, soit normaux (fig. 2). 

Parfois, cependant, on observe une autre image de la désinté- 
gration de l’épithélium, lequel se transforme alors en fragments 
de cellules, énucléés, disposées parallélement en direction de la 
lumiére intestinale et se colorant en rose foncé par l’éosine (fig. 1). 

Dans |’intestin des insectes au moment de la mort, les mémes 
images peuvent étre observées, mais quelquefois l’épithélium est 
entiérement disloqué et déchiqueté et prend, soit Vaspect d’un 
amas de cellules fusionnées avec noyaux hypertrophiés, mais 
apparemment intacts, et protoplasme fortement vacuolisé avec des 
plages disséminées, fortement éosinophiles, soit l’aspect de 
cellules informes dépourvues de noyaux et ne montrant aucune 
structure apparente. 

Dans le corps adipeux (cavité générale), les noyaux des cellules 
étaient souvent atleints de pycnose, comme ceux de certaines 
cellules de Vhypoderme. 

Ce sont toutefois les leucocyles qui ont montré une sensibilité 
parliculiére a Vaction toxique de Bacillus cereus var. alesti. Chez 
les vers malades par toxémie, parfois quarante-cing minutes 
aprés l’administration des bacilles virulents, les leucocytes étaient 
déja déformés et avaient le protoplasme qui se colorait trés inten- 
sément en bleu par May-Griinwald-Giemsa, et étaient parfois 
vacuolis¢és en présentant des inclusions réfringentes ressemblant 
a de petits cristaux (fig. 3). Les leucocytes formaient, d’autre 
part, dans le sang, des amas de 10, 20, 30 cellules ; amas ressem- 
blant, au début de la formation, aux « cellules géantes » observées 
dans le cas de J’injection a des chenilles, de microbes ou 
substances inertes (Métalnikov [7], Toumanoff [44], Chorine [4)). 


b) INVASION BACILLAIRE ET SEPTICEMIE. — Notons tout d’abord 
que I’étude des coupes de la partie antérieure du tube digestif, 
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dont la paroi cellulaire est, comme on le sait, protégée a certains 
endroits par la chitine, nous a permis de déceler la présence de 
bacilles dans sa lumiére. Les bacilles s’y présentaient sous forme 
isolée ou bien en chainettes plus ou moins longues, mais le plus 
souvent étaient peu nombreux. 

Dans l’cesophage en particulier, dont le parcours n’a toutefois 
pas pu étre examiné sur toute sa longueur, nous n’avons constaté 
au bout de quelques heures que de rares bacilles. Il en résulte 
que dans l’intestin antérieur les germes ne présentaient pas une 
pullulation marquée. Vraisemblablement, lorsqu’ils parviennent 
a se multiplier dans l’intestin, ils ne s’arrétent pas dans cette 
partie du tube digestif et la traversent rapidement pour se fixer 
ailleurs. 

L’étude des coupes en série a fait ressortir qu’il existait dans 
Vintestin moyen des vers malades et paralysés, des foyers loca- 
lisés d’infection par Bacillus cereus var. alesti Toumanoff et 
Vago qui expliquent, dans ce cas spécial, l’effet du bacille sur 
ces insectes. Cette invasion peut s’observer déja cing 4 sept 
heures aprés le repas infeclant, mais le plus souvent se produit 
plus tardivement. 

Nous avons observé, en effet, dans certaines parties de l’intestin 
moyen, soit séparément, soit simultanément : 

1° Le développement des bacilles dans la lumiére de l’intestin 
en contact avec la membrane péritrophique et a Vlintérieur 
de celle-ci ; 

2° Leur présence dans lespace entre la membrane _ péri- 
trophique et Ja bordure inférieure de Jlépithélium intestinal ; 

3° Leur pénétration et multiplication dans les cellules épi- 
théliales ; 

4° Leur pullulation dans les cellules épithéliales et tout spé- 
cilalement sur le bord supérieur de |’épithéliium a l’endroit ou 
celui-ci est en contact avec les muscles circulaires ; 

5° Leur pénétration dans la couche musculaire transversale. 

Il existe ainsi, dans le cas d’une invasion totale, 5 zones de 
pullulation du bacille 

A Jlexamen, on voit que dans la premiére zone (c’est- 
a-dire le long de la membrane péritrophique) les germes se 
trouvent tantot en grand nombre, tantot en petit nombre, accusant 
a certains endroits une orientation trés nette vers la seconde 
zone, cest-a-dire l’espace qui sépare la membrane péritrophique 
du bord inférieur de l’épithélium intestinal. Dans cette zone les 
bacilles ont leur siége non seulement tout le long de la membrane, 
mais aussi (a en juger par leur position) a l’intérieur de celle-ci 
el ils peuvent, soit la disloquer, soit la traverser sans ]’endom- 
mager. 

D’apres Chatton (1920) [3] et d’autres auteurs, la membrane 
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péritrophique sert, d’une part 4 Visolement de la muqueuse de 
Vintestin moyen et de l’intestin postérieur vis-a-vis des particules 
étrangéres y pénétrant ct pouvant l’écorcher et assume proba- 
blement le rdle de dyaliseur dans l’absorption et la digestion de 
la nourriture. Selon ce méme auteur, cette membrane servirait 
aussi de rempart aux parasiles qui ne sauraient la franchir que 
lorsqu’ils s’avéreraient aptes 4 la diapédése, ou bien capables 
de la disloquer. 

Nous avons observé que les bacilles ont été capables de se 
développer au contact de la membrane, de Ja dissoudre et parfois 
de la traverser pour atteindre |’épithélium intestinal, puis la 
couche interne de musculature, tous tissus pour lesquels les 
bacilles semblent manifester une prédilection toute spéciale. 

La zone 2, constituée par de rares cellules épithéliales détachées 
et parfois en voie de dislocation, de débris de noyaux et certai- 
nement aussi du produit de la sécrétion de lépithélium  intes- 
tinal, se présente sous l’aspect d’une couche épaisse par endroits, 
granuleuse et peu compacte ailleurs. Les bacilles s’y_ trouvent 
en nombre relativement faible, par le fait, probablement, de la 
facilité avec laquelle ils peuvent traverser cette zone, attirés par 
l’épithélium intestinal et les muscles circulaires. 

Dans les zones 3 et 4, celles de l’épithélium de J’intestin 
moyen, le développement des bacilles est particulicrement intense 
a la base des cellules épithéliales ot l'on peut observer 

a) Vinvasion de tout l’ép:thélium au niveau de Ja couche des 
muscles transversaux ; 

b) le développement des bacilles sous forme d’amas entre la 
couche musculaire et la base de |’épithélium sans une pullulation 
apparente du germe dans ces cellules épithéliales. Les bacilles 
forment alors de véritables nids séparant la base de |’ épithélium 
de cette couche musculaire. 

La présence des bacilles dans l]’épithélium intestinal a pro- 
voqué sa désintégration et aussi sa dislocation, ce qui dénote un 
effet toxique du germe. 

La décomposition du protoplasma s’accompagne d’une dégéné- 
rescence des noyaux qui présentent les signes de pycnose et 
parfois de dissolution; les noyaux dégénérés prenant alors 
Vaspect de masses allongées ovoides, pyriformes ou informes, 
on ne parvient plus a distinguer ni la structure de la chromatine, 
ni le nucléole qui sont bien visibles dans les noyaux des cellules 
épithéliales normales. 

Aux endroils ot les cellules de 1|’épithélium conservent plus 
ou moins leur intégrité, on observe dans le protoplasma une forte 
vacuolisation constituant des réseaux ou plages vacuolaires ou 
de grosses vacuoles disséminées d’une maniére irréguliére dans 
la couche des cellules épithéliales. 

Dans l’épithélium des insectes infectés, on ne peut plus 
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dissocier les cellules cylindriques des cellules caliciformes ; la 
bordure en brosse des cellules épithéliales n’est plus visible, 
disloquée certainement par la pullulation microbienne. 

Le cas d’invasion de l’intestin que nous rapportons se limite 
au méso-inteslin ou, selon Paillot [9], les cellules cylindriques 
et les cellules caliciformes alternent plus ou moins réguliérement. 
La distinction de ces cellules, méme chez Vinsecte normal, ne 
parait pas, d’aprés nous, trés aisée lorsqu’on examine les coupes 
que Von doit effectuer quand on veut procéder a étude histo- 
logique du ver, surtout au dernier stade et en le coupant 
in toto. 

Dans certains endroits ot les foyers d’infection ont été 
observés, la pénétration des germes dans la couche musculaire 
interne n’était qu’A son début, dans d’autres, l’épithélium étant 
détruit partiellement ou complétement, la pullulation des germes 
avait été observée (zone 5). Dans le cas d’envahissement total 
de la couche des muscles circulaires, les fibres musculaires sont 
entiérement disloquées et remplacées par les masses bacillaires. 
Lorsque Vinvasion n’est que partielle, mais avec présence de 
nombreux bacilles, les muscles perdent leur aspect normal et l’on 
observe leur désintégration. La couche musculaire disloquée se 
présente alors sous laspect d’une masse amorphe contenant des 
fragments de fibres de formes et de dimensions variables, le tout 
donnant l’impression d’une infiltration se colorant fortement par 
Véosine (fig. 8). 

A une certaine distance des foyers d’infection, aux endroits ov 
l’épithélium et les muscles ne contiennent pas de bacilles, on 
observe néanmoins une anomalie qui consiste en une dissociation 
des fibres occasionnant une forte fenestration et aussi en une 
dégénérescence des noyaux. 

Il est certain que cette pullulation des bacilles dans les muscles 
serait suffisante pour provoquer le relachement de la fonction du 
systeme musculaire de l’intestin moyen et pour entraver son 
péristaltisme, tant par l’effet mécanique exercé par la multipli- 
cation des germes, que par leur action toxique. Toutefois, il faut 
dire que la paralysie des vers peut étre également observée sans 
pullulation des germes, l’effet toxique étant done seul en cause. 

Quoique nous n’ayons pas observé Ja pullulation des bacilles 
dans les muscles des faisceaux longitudinaux, nous avons observé 
la fenestration de leurs fibres et aussi un certain degré de dégé- 
nérescence de leur noyau. 

En dehors et au dela de l’intestin moyen, dans la cavité géné- 
rale, les signes pathologiques, quoique trés faibles, ont été 
observés dans le corps adipeux ot quelques noyaux ont été 
trouvés frappés de pycnose ainsi que les noyaux des cellules 
de lépithéhum épidermique. 


TD 
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Un phénoméne intéressant a été enregistré, quant au compor- 
tement des leucocytes. Dans la cavité générale de l’insecte, en 
face et a proximité des foyers d’infection, les leucocytes formaient 
des amas de quelques-uns 4 plusieurs dizaines, dénotant une 
réaction de défense sous l’effet de linvasion bacillaire et ils 
faisaient défaut aux endroits ow les foyers bacillaires étaient 
absents. 

Tel fut, dans l'ensemble, au point de vue hislopathologique, 
Vaspect de leffet de Bacillus cereus var. alesti observé chez les 
vers vivants. 

Chez quelques chenilles dont les coupes ont été étudiées aprés 
la mort, les bacilles avaient leur siége également surtout dans 
le tube digestif, dans les cellules épithéliales et dans les muscles. 
Le passage du bacille dans le sang en cas d’invasion ne se fait 
le plus souvent qu’assez tardivement. I] est apparu que le bacille 
n’envahit le corps de l’insecte que lorsqu’il parvient a accomplir 
son développement d’abord dans la lumiére intestinale, puis dans 
les cellules épithéliales et enfin dans la couche musculaire qui 
constituent les siéges de sa pullulation. 

Dans le cas de septicémie et notamment au début de celle-ci, 
on trouve dans le sang quelques bacilles et d’assez nombreux 
leucocytes, dont un grand nombre frappé de dégénérescence. 

Au fur et a mesure que les bacilles se multiplient dans le sang, 
les leucocytes y deviennent de plus en plus rares, pour dispa- 
raitre complétement, afin de laisser la place 4 de trés nombreux 
bacilles. 

Dans le sang des insectes atteints de septicémie, comme dans 
celui de ceux qui meurent intoxiqués, on observe un amas de 
leucocytes serrés les uns contre les autres et en partie frappés 


de dégénérescence. La phagocytose est donc nulle, et nous n’avons 


pu déceler qu’une fois un bacille, du reste presque intact, dans 
un leucocyte. 

En résumé, l'étude histopathologique que nous avons effectuée 
sur les vers atteints de Bacillus cereus var.-alesti a confirmé 
Vassertion que nous avons faite antéricurement au sujet de la 
nature de cette affection et aussi de l’action de ce bacille. 

Dans le cas de l’intoxication méme une heure ou plus aprés 
Vaction toxique des bacilles, on observe la dégénérescence de 
divers tissus : épithélium intestinal, muscles, corps adipeux, 
cellules sanguines. 

Dans le cas d’une invasion bacillaire qui s’accompagne dans 
l'ensemble des mémes symptOmes que |’intoxication, mais se mani- 
feste plus lentement et plus tardivement, le bacille exerce a la 
fois une action toxique et mécanique, provoquant l’altération des 
cellules de l’intestin moyen et aussi de la couche des muscles 
circulaires. 
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L’invasion de |’épithélium intestinal est quelquefois trés loca- 
lisée et peut probablement passer imapergue si on procéde 
a examen d’une partie limitée du tube digestif. 

La septicémie dans ce cas d’infection des vers par Bacillus 
cereus var. alesti, peut, comme l’avaient suggérée Aoki et Chiga- 
saki (1915) [4] au Japon pour Bacillus sotto, étre favorisée par 
effet toxique du bacille ouvrant la voie & sa pullulation dans 
Vorganisme. 

Dans le cas de la flacherie 4 Bacillus cereus var. alesti, 
la septicémie n’est pas rare ni exceptionnelle, mais constitue une 
forme d’affection tardive assez fréquente. Elle se manifeste 
parfois chez les vers qui présentent une résistance a |’intoxication 
rapide et en réchappent pour succomber ensuite 4 lV infection 
généralisée. 

L’examen de trés nombreuses coupes a démontré, du reste, 
qu'il existe toutes les formes de transition entre les deux extrémes 
qui caractérisent Veffet du bacille sur Vorganisme des vers, 
c’est-a-dire |’intoxication rapide et la septicémie. 


a 
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PLANCHE I 


Fic. 1. — Figure montrant la partie de"l'épithélium intestinal dégénéré sous 
Veffet de Bacillus cereus var. alesti dans le cas de toxémie rapide : chez l'insecte 
fixé au moment de la mort. 

m, reste des muscles circulaires disloqués; e, débris de l’épithélium intestinal 
sous l’aspect de trainées paralléles de protoplasme dégénéré. 


Fic. 2. — Autre aspect de l’action toxique de Bacillus cereus var. alesti sur 
Pépithélium intestinal de B. mori mourant de toxémie. 

m, couche musculaire montrant une dissociation et fenestration des fibres 
dont les noyaux montrent les signes de pycnose; e, épithélium intestinal com- 
posé de cellules ayant perdu leur cohésion, fusionné et parsemé de vacuoles; 
p, plages éosinophiles accompagnant la dégénérescence de ]’épithélium. 


Fic. 3. — Groupe de leucocytes frappés de dégénérescence peu de temps aprés 
Vadministration per os de Bacillus cereus var. alesti Toumanoff et Vago. 

p, proleucocyte; m, lymphocyte et /, leucocyte (terminologie de Métalnikov), 
montrant Ja vacuolisation accompagnant la dégénérescence et caractérisée par 
la présence, au sein du protoplasma, d’inclusions réfringentes (v. texte). 


PLANCHE II 


Fic. 4. — Aspect général de l’épithélium intestinal du ver a soie envahi par 
Bacillus cereus var. alesti (la lumiére de l’intestin et la membrane péritro- 
phique ne sont pas visibles sur la microphotographie). 

d, débris des cellules épithéliales (zone 2, v. texte) ou de leurs noyaux; 
e, cellules épithéliales disloquées par les bacilles et fortement dégénérées 
(zone 3); c, couche des muscles circulaires partiellement envahie par le 
bacille; m, muscles longitudinaux; a, amas de leucocytes se trouvant en face 
du foyer d’infection. 


Fic. 5. — Aspect d’une coupe 4 la limite de l'épithélium intestinal et la 
couche des muscles circulaires. 

e, épithélium disloqué ot l’on voit de nombreux bacilles dont certains en 
voie de sporulation; n, noyaux « pycnotiques » des cellules épithéliales dégé- 
nérées; m, la couche des muscles circulaires au début de leur invasion avec 
quelques bacilles qui s’y trouvent (zones 4 et 5). 


Fie. 6. — Photomicrographie montrant la lumiére intestinale du ver infecté 
par B. cereus var. alesti. 

f, feuille du mtrier se trouvant dans la lumiére intestinale contenant 
quelques bacilles; p, Ja membrane péritrophique dont la surface interne est 


couverte de bacilles (6). 


Fic. 7. — Coupe montrant une invasion trés avancée de la paroi intestinale 


par B. cereus var. alestt. 
i, couche musculaire interne ou circulaire entiérement envahie par B. cereus 
var. alesli; on y voit une zone d’infiltration (7) caractérisée par les fibres dis- 
loquées. ; 

On remarque une sporulation trés forte des bacilles contenus dans la couche 


musculaire. (Photomicrographies de V'Instilut Pasteur). 


FIXATION DES BACTERIOPHAGES 
SPECIFIQUES DE L’ANTIGENE Vi 
SUR LES HEMATIES SENSIBILISEES AVEC CET ANTIGENE 


par E. EDLINGER et J. VIEUCHANGE (’). 


(Institut Pasteur, Service des Bactériophages et Service des Virus.) 


Tandis qu'un certain nombre de virus des maladies animales 
agglutinent les globules rouges de différentes espéces, dans 
diverses conditions, les essais d’hémagglutination faits avec les 
bactériophages ont été jusqu’a présent négatifs (Hallauer [4], 
P. Nicolle et J. Vieuchange [2] (1). Nous avons repris l’étude de 
celte question en utilisant de nouveaux phages, en particuher les 
phages typhiques Vi. 

D’autre part, étant donné la possibilité de fixer Pantigéne Vi 
sur les globules rouges, et l’agglutinabilité par les sérums spéci- 
fiques des globules rouges ainsi sensibilisés (S. et 'L. Le Minor 
et J. Grabar) [8], Corvazier [4], Spaun [5] et Kopacka [6], nous 
nous sommes demandé si les hématies sensibilisées par l’antigéne 
Vi n’auraient pas le pouvoir de fixer électivement les bactério- 
phages spécifiques de cet antigéne. En outre, nous avons 
recherché si les différents phages Vi pouvaient exercer une 
influence queleonque sur le phénoméne de Vhémagglutination 
passive : on sait, en effet, que la fixation des phages spécifiques 
de lVantigéne Vi, sur des bacilles typhiques détermine une dimi- 
nution de l’agglutinabilité Vi de ceux-ci (Edlinger et Nicolle) [7]. 


MATERIEL EI TECHNIQUES. 


a) Bactériophages. — Pour les premiers essais, nous avons ulilisé les 
bactériophages staphylococciques Twort et EW, les phages coli T,, T,, 
TI, Bordet, avec les souches bactériennes correspondantes, tous prove- 
nant de la Collection du Service du Bactériophage. 

Pour les expériences ultérieures, nous avons utilisé les phages Vi I, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 1952. 

(1) Ces expériences ont été effectuées avec les phages C,,, et Sy, et les 
hématies de poulet: il n’avait été observé ni hémagglutination, ni 
fixation des phages sur les hématies. 
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If et IV provenant du « Central Enteric Reference Laboratory and 
Bureau » de Londres (D’ A. Felix), le phage Vi IIL envoyé par le 
D? Desranleau de Montréal, et, d’autre part, les phages « anti-O, » et 
« anti-O, » faisant partie du mélange « O » destiné A la lysotypie de 
S. paratyphi B. 

b) Culture bactérienne. — Pour la régénération et les titrages de 
ces phages, nous nous sommes servis de la souche Salmonella typhi 
« type A » de Craigie et Felix [8], dans sa forme irisée. Cette culture 
est Vi-agglutinable et O-inagglutinable (Nicolle, Jude et Le Minor [9]). 

c) Antisérum. — Nous avons utilisé un sérum spécifique anti-Vi, 
préparé par linjection au lapin de suspension de la culture Vi 
Ballerup (2). 


d) Hématies. — Les globules humains du groupe O, de poulet, de 
canari ont été utilisés. 
e) Fixation des phages. — A une suspension de 0,5 p. 100 de glo- 


bules rouges sensibilisés ou non, on a ajouté le lysat bactériophagique 
préalablement titré et on a laissé ce mélange pendant dix-huit heures 
4 la température du laboratoire. Aprés ce temps, la suspension ¢tait 
centrifugée et on titrait le contenu en corpuscules bactériophages du 
surnageant. Ce titrage permet de connaitre par soustraction le nombre 
des corpuscules fixés, ‘ 

f) La méthode de l’extraction de la substance soluble et de la sen- 
sibilisation des hématies a été voisine de celles qui ont été décrites 
par S. et L. Le Minor et J. Grabar [2] ect par J. Corvazier [3]: des 
cultures irisées (forme V) de S. typhi, type A, sur plaques de gélose, 
sont reprises avec de l’eau physiologique et gardées plusieurs jours 
a la température du laboratoire. Puis elles sont centrifugées, et le 
liquide surnageant, dilué 4 1/3 dans l’eau physiologique, est ajouté 
’% une concentration de 2 p. 100 de globules rouges préalablement 
lavés. La sensibilisation s’effectue par un séjour de deux heures 
a Vétuve d 37°C. Les hématies sont ensuite centrifugées ect lavées 
trois fois. 

La fixation des phages est effectuée avec une suspension d’hématies 
sensibilisées & 0,5 p. 100. La réaction de l’hémagglutination passive 
se fait avec 0,2 cm? d’une concentration de 0,25 p. 100 de globules 
rouges ct 0,2 cm* de dilutions croissantes su  sérum anti-Vi. Deux 
heures apres on lit les résultats. Une seconde lecture est faite vers 
la vingti¢éme heure. 


JExpERIENCES ET RESULTATS. 


1° Les globules rouges non sensibilisés ne sont agglutinés par 
aucun des bactériophages ulilisés dans nos expériences et ne 
fixent pas ces derniers. 

2° Les globules rouges sensibilisés par la substance -soluble 
du bacille typhique Vi ne sont pas agglulinés par les phages 
spécifiques. ji 

3° Ces hématies sensibilisées fixent électivement les phages Vi. 


(2) Nous remercions le D™ Le Minor de nous avoir fourni ces sérums. 
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Voici un exemple choisi parmi de nombreuses experiences ayant 
loutes donné les mémes résultats (tableau I). 


Tasteau I. — Fixation des bactériophages 
sur les hématies sensibilisées. 


titre/em> 
apres fixa- 


tion sur hé- 
maties sensi- 
bilisées 


bactériophage 
fixés 


La fixation est done spécifique, puisque seuls les phages Vi sont 
fixés. Les phages Vi I, II et III se fixent presque complétement 
dans ces conditions, tandis que le phage. Vi IV subit une fixation 
plus faible. Le taux de fixation des phages O, et O, est pratique- 
ment négligeable. 

4° Dans certaines conditions, les bactériophages spécifiques 
fixés sur les hématies sensibilisées diminuent Vagglutinabilité de 
celles-ci par |’antisérum. 

Dans nos diverses expériences, nous avons étudié les variations 
du pouvoir hémagglutinant du sérum selon le moment d’intro- 
duction des phages dans le systeme hématies-antigéne Vi-sérum. 

A) Lorsque l’on ajoute aux hématies sensibilisées les phages 
Vi en méme temps que le sérum anti-Vi, la derniére dilution 
active de sérum est la méme pour la série des tubes qui ont recu 
les hématies, Vantisérum et les phages et pour la série témoin 
sans phages. I] n’y a done pas, dans ces conditions, de diminution 
d’hémagglutination passive. 

B) Comparativement, nous avons réalisé une adsorption préa- 
lable des phages sur les hématies sensibilisées avant de faire agir 
l’antisérum : les hématies sensibilisées et les phages ont été main- 
tenus en contact pendant dix-huit heures a la température du 
laboratoire. Aprés centrifugation et deux lavages des hématies A 
eau physiologique, la réaction d’agglutination a été effectuée 
avec les dilutions d’antisérum. A titre de témoin, une réaction 
(agglutination passive était effectuée parallélement avec des 
hématies sensibilisées qui avaient subi le méme traitement, mais 
sans adjonction de phages. 

Dans ces conditions, on observe avee ces derniéres hématies 
une diminution sensible du taux d’hémagglutination. Mais cette 
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diminution est moins forte que celle qu’on enregistre avec les 
hématies sur lesquelles les phages spécifiques ont été fixés. 

Enfin, préalablement a toute hémagglutination, la substance 
soluble du bacille typhique Vi a été mélangée avec les phages. 
Ce mélange a été laissé pendant dix-huit heures a la température 
du laboratoire. Les globules rouges ont été ensuite sensibilisés 
avec ce mélange. Puis V’hémagglutination a été effectuée avec 
l’antisérum. Le taux de l’agglutinabilité des hématies sensibilisées 
avec la substance soluble mélangée dans ces conditions avec les 
phages, était fortement diminué par rapport aux témoins. 

Une expérience type résumera les résultats (tableau II). 


Tasieau IJ. — Influence de l’addition des phages spécifiques 
sur l’hémagglutination passive. 


Taux d’*hémagglutination passive (°) 


sans Vi II Vi III Vi IV oO, Oo 
phage 

| a [ise1.200 1:51.200 41:51.200 |1:51.200 |1:51.200 [1:51.200 |1:51.200 
| 3 frsiee00 1:1.600 1:3.200  1:8.200 fi:s2.s00 1:12.800 
|e |issi.z00 1:3.200 1:3.200 1:3.200 133.200 }1:51.200 


(°) Derniére dilution de lantisérum pour laquelle se produit l’agglutination des hématies 
sensibilisées par l’antigéne Vi. Phages ajoutés (env. 1.107 par cm3, : A, en méme temps que 
le sérum ; B, hématies sensibilisées et phages en contact avant l’addition dusérum ; C, Phages 
et substance soluble en contact avant la sensibilisation des hématies. 


Phages 
ajoutés 


1:51.200 


5° Dans d’autres expériences, nous avons vu que des suspen- 
s:ons plus denses (0.5, 1 et 2 p. 100) d’hématies diminuaient le taux 
d’hémagglutination. 


DISCUSSION DES RESULTATS ET CONCLUSIONS. 


L’absence de fixation des phages sur des hématies non sensi- 
bilisées et l’absence d’hémagglutination en présence des phages, 
déja signalée, peuvent étre interprétées comme la conséquence de 
la trés haute spécificité de la fixation des phages. 

‘La sensibilisation des globules rouges avec la substance soluble 
nous a permis d’étudier, en l’absence des cellules bactériennes, a 
fixation du phage sur l’antigéne spécifique contenu dans le sur- 
nageant de la culture typhique en forme V (Corvazier). Déja 
G. Rita et P. Nicolle, 1951 [410], ont obtenu une inactivation spéci- 
fique des phages Vi par le surnageant des cultures de Salmonella 
Vi. La fixation des phages sur les hématies ayant fixé l’antigéne 
Vi est une nouvelle technique pour |’étude de la relation antigéne- 
phage. 
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Edlinger et Nicolle (loc. cit.), pour expliquer la diminution de 
lV’agglutinabilité spécifique des bacilles typhiques ayant fixé des 
bactériophages Vi, proposaient d’admettre l’existence de récep- 
teurs communs pour les phages ct les agglutinines. Les expé- 
riences relatées ci-dessus, apportent des arguments en faveur de 
cette hypothése puisque dans la diminution de ’hémagglutination 
passive telle que nous l’avons étudiée dans nos essais, seule la 
« substance soluble » dans laquelle l’antigéne Vi est le facteur 
actif (Corvazier, loc. cit.), peut étre tenue pour responsable de 
la fixation du phage. 

On peut admettre que l’agglutination des hémalies sensibilisées 
avec l’antigéne Vi et l’agglutination des bacilles typhiques Vi par 
l’antisérum Vi ont comme cause commune |’union de |’antigéne 
avec l’anticorps rendue visible par la fixation de J’antigéne sur 
un corpuscule solide. Le phage fixé sur l’antigene empécherait 
eette union. 

Mais, dans les deux cas, l’inhibition de Vagglutinabilité soit 
des bacilles, soit des hématies, n’est pas compléte. Dans les condi- 
tions de nos expériences, |’anticorps semble encore pouvoir s’unir 
partiellement avec J’antigéne. Ceci pourrait s’expliquer de plu- 
sieurs facons : tout d’abord, certaines conditions pour l’aggluti- 
nation et pour la conservation des globules rouges sont plutdt 
défavorables 4 lobtention et au maintien de la fixation du phage 
(équilibre ionique, température, ctc.). 

Nous avons vu que dans les conditions de nos expériences, la 
fixation des phages nécessite beaucoup plus de temps que l’agglu- 
tination. Ensuite, il est possible que les quantités d’antigéne, 
d’antisérum et de phage ne se trouvent pas dans leurs concentra- 
tions optimum respectives pour obtenir une inhibition complete 
de ’hémagglutination. Des études quantitatives avec de l’antigéne 
purifié (Landy et Webster, 1952) [44], un antisérum concentré et 
étalonné pourraient permettre de mieux connaitre le mécanisme 
de la réaction. 


ResUME. 


Dans les conditions de nos expériences, les globules rouges de 
différentes espéces animales ne sont pas agglutinés par les bacté- 
riophages essayés et sont incapables de les fixer. 

D’autre part, des globules rouges d’homme et de poulet, sen- 
sibilisés avec la « substance soluble » du hacille typhique Vi, 
fixent les bactériophages spécifiques. 

L’agglutinabilité, par lantisérum Vi de ces globules rouges 
sensibilisés aprés fixation des phages Vi, est diminuée. 

Le réle déterminant de l’antigéne Vi dans la spécificité de 
Yadsorption du phage est discuté. 
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LA FICHE RETICULO-ENDOTHELIALE 


ill. — LES METHODES NEPHELOMETRIQUES. LES SERUMS DE LAPIN 
ET DE COBAYE. 


par G. SANDOR 
[avec la collaboration de M': Y. LE BOT] (”). 


(Institut. Pasteur. Service de Chimie physique.) 


Dans de précédentes communications, nous avons montre que 
les modifications des courbes représentatives des variations de 
la solubilité des protéides sériques en fonction du pH renseignent 
fidélement sur ]’état des systémes producteurs des protéides plas- 
matiques [4]. Depuis, Adner [2] et Vargues [8], 4 peu prés simul- 
tanément, ont mis au point des techniques néphélométriques sim- 
plifiées pour l’obtention de Ja fiche réticulo-endothéliale. Nous 
apportons, présentement, nos observations personnelles au sujet 
de ces techniques simplifiées, de méme que le comportement des 
diagrammes de solubilité chez le lapin et le cobaye normaux, 
animaux courants de laboratoire. 


1° Les METHODES NEPHELOMETRIQUES SIMPLIFIEES. — Adner '2] 
et Vargues [8] modifient notre technique primitive en trois points. 
Tout d’abord, ils remplacent la dialyse par la dilution, puis, au 
lieu de dosage d’azote, ils évaluent par néphélométrie les quan- 
tités de protéides précipités, enfin, au lieu d’éliminer ces protéides 
au fur et 4 mesure, ils dosent les quantités totales de protéides 
précipités pour un pH donné. D’autre part, ces deux auteurs 
représentent les diagrammes obtenus tels quels sans les avoir 
transformés au préalable en précipitabilité p. 100, comme nous 
avons l’habitude de le faire. La seule différence entre les 
techniques de Vargues et d’Adner est que le premier élimine 
méme les mesures de pH en effectuant les dilutions dans des 
solutions tampon suffisamment concentrées de pH connu, alors 

qu’Adner dilue dans l’eau distillée et effectue les mesures poten- 
tonnes du pH secondairement. Ainsi, la méthode de Vargues, 
essentiellement clinique, est tres proche de celle établie avant 
nous par Boselli [4]. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 1952. 
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Les résultats cliniques sont indiscutables et superposables aux 
nétres, Ici, nous n’examinerons pas ce point. Cependant, nous 
proposons une technique un peu différente. En effet, Adner dilue 
le sérum au 1/200 dans l’eau distillée. Or, dans ces conditions, 
nous ne sommes jamais arrivés 4 des pH reproductibles au-dessus 
de 5,4 a 5,5, tout dépendant, d’une maniére purement fortuite, 
de la concentration de l’acide carbonique. La méthode de Vargues, 
de son cdté, a Pinconvénient, qu’au-dessous de pH 5,8, les pil ne 
peuvent pas étre reproductibles puisque |’effet tampon des phos- 
phates cesse. Aussi, 4 notre avis, la mesure directe des pH est 
indispensable. 

Nous étions donc conduits finalement a effectuer la dilution du 
sérum par un phosphate tampon de force ionique trés faible et 
i mesurer les pH potentiométriquement sur chaque mélange 
établi. Pour le sérum humain la méthode est la suivante : 

Prélever avec une pipette graduée au 1/100 de centimétre cube, 
0,67 m] de sérum dans une fiole jaugée de 100 cm*, compléter au 
trait de jauge avec une solution tampon de phosphate de Clark 
et Lubbs M/500, de pH 7,3 4 7,4 (5 ml de phosphate monopotas- 
sique M/5 + 4,5 ml NaOH N/5 + eau distillée q. s. p. 500 ml). 
Répartir le sérum ainsi dilué dans 10 récipients (de préférence des 
fioles de Fourneau de 50 4 60 cm’ de capacité), soit 5 ml dans l’un 
et 10 ml dans chacun des 9 autres. Mettre, a partir d’une burette 
graduée au 1/50 de centimétre cube, 1 ml du tampon diluant dans 
le récipient qui contient 5 ml de sérum dilué, puis successivement, 
dans les neuf autres : 1,6 ml, 1,2 ml, 0,8 ml, 0,6 ml, 0,5 ml, 0,4 ml, 

,o4 ml], 0,28 ml et 0,2 ml. A partir d’une deuxiéme burette 
eraduée au 1/50 de centimétre cube, ajouter dans le méme ordre 
les volumes suivants de HCl N/80: 0 ml, 0,4 ml, 0,8 ml, 1,2 ml, 
1,4 ml, 1,5 ml, 1,6 ml, 1,66 ml, 1,72 ml et 1,8 ml. L’acide doit 
étre ajouté lentement en agitant. Aussit6t aprés, mesurer les 
opacités dans un néphélométre. Nous avons utilisé pour cela 
Vélectrophotométre a réseau de Bonét-Maury, pourvu avec le 
dispositif pour néphélométrie (long tube métallique interposé entre 
la cuve et la deuxiéme cellule photoélectrique) 4 430 milli- 
microns avec un filtre bleu. Enfin, mesurer les pH avec l'élec- 
trode de verre dans un appareil qui peut donner le 1/100 de pH. 

La technique doit étre légérement modifiée dans le cas des 
sérums de lapin et de cobaye. En effet, ces sérums contiennent 
sensiblement moins d’euglobulines que le sérum humain. Aussi, 
il faut les diluer moins. Mais leffet tampon des mélanges 
augmente légérement de ce fait et parallélement il faut augmenter 
les. quantités d’acide ajoutées. Done, les modifications suivantes 
s’imposent : 

Prendre 1 ml de sérum au lieu de 0,67 ml. Pour le reste, opérer 
de la méme maniére que ci-dessus, mais prendre les volumes 
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suivants de la solution tampon : tim, “67 mlls serio Sena, 
0,50 ml, 0,34 ml, 0,26 ml, 0,20 ml, 0,14 ml et 0,06 ml. Les volumes 
d’acide ch lorhy drique N/80 s *établissent comme suit : 0 ml, 0,4 ml, 
fs im, ye ml, LS inl1766 im), + vans Sem} 1,86 ml et 
1,94 ml. De cette maniére on balaye toujours le domaine des pH 
étendus de 7,2 4 5 et l’incrément reste encore pI 0,3. 

Les pH obtenus ne sont pas tout a fait constants. Evidemment. 
ils sont le plus variables au-dessous de pH 5,8 ow Veffet tampon 
tombe a zéro. Mais, dans la méthode néphélométrique, exacte- 
ment comme dans la technique primitive, la précipitation s’effectue 
entre pH 7 et 5 et, avec les volumes d’acide indiqués, ce domaine 


es a fx 


ae 


Fic. 1. — Diagramme néphélométrique caractéristique 
du sérum d’un homme normal. 


de pH est toujours balayé. Les incréments de pH sont de 0,3 unité 
en moyenne. Ci-aprés, dans la figure 1, nous reproduisons 
un diagramme caractéristique obtenu avec un sérum humain 
norma]. Qualitativement et quantitativement, il est superposable 
a celui obtenu par Adner [2], dont la méthode est plus proche de 
Ja ndétre que celle de Vargues [8]. 

Adner et Vargues expriment les résultats en portant dans les 
diagrammes les mesures néphélométriques d’une maniére directe. 
En effet, ces auteurs trouvent que non seulement la distribution 
proportionnelle des diverses euglobulines, mais encore leur taux 
total constituent des constantes physiologiques. Nous-mémes 
continuons a préférer lexpression des résultats par les rap- 
ports des absorptions photométriques actuelles sur l’absorption 
maximum. Pour cela, on effectue une lecture néphélométrique 
simultanément avec la solution tampon et on établit les diffé- 
rences entre cette lecture et les diverses lectures en présence des 
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sérums dilués. Les rapports sont établis entre ces différences, 
d’une part, et le maximum de la différence obtenue, d’autre part. 
De l’ensemble de nos résultats, il découle clairement que les 
résultats physio-pathologiques les plus intéressants concernent 
les déplacements des diagrammes dans l’échelle des pH et, par 
le moyen indiqué ci-dessus, les courbes sont plus faciles a 
comparer de ce point de vue. D’ailleurs, rien n’empéche de 
porter simultanément 4 cdté aussi la valeur de labsorption 
maximum, 
Pour Vhomme normal, les diagrammes néphélométriques se 
situent parmi les limites suivantes : pH 7,3, < 80 p. 100; pll 7, 


oe totale. 


50% 


Fic. 2. — Limites des variations physiologiques 
de la fiche réticulo-endothéliale chez l’homme. Méthode néphélométrique. 


19a ip. 100;- pH 6,6, 70 “a- 90: p. 100. pH+6.2. 944-100 
p. 100 (fig. 2). Ces données, établies sur 6 sérums normaux seu- 
lement, pourraient encore subir quelques modifications. 


2° Le sERUM DE LAPIN. — Nous avons étudié Jusqu’a maintenant 
21 lapins normaux. Aussi. nous pouvons établir, au sujet de cet 
animal, des données fondées sur des bases sures. 

Dans la figure 3, nous représentons la bandelette dans laquelle 
tombent les diagrammes de ces 21 lapins sur le plan (euglobu- 
lines/euglobulines totales. 100 == f (pH), c’est-a-dire le domaine 
des variations physiologiques de la fiche réticulo-endothéliale du 
lapin normal. Sur la méme figure, nous avons porté également 
les limites des variations physiologiques chez |>homme normal, 
lirées de nos publications antérieures {4}. 

Les variations, tout d’abord, sont relativement étendues chez le 
lapin. Les limites, en effet, s’établissent comme suit: pH 6,6, 
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0 4 40 p. 100; pH 6,2, 3 4 58 p. 100; pH 6, 25 a 76 p. 100; 
pH 5,7, 56a 98 p. 100; pH 5,5, 70 a 100 p. 100. Nous remar- 
querons, cependant, que certains de ces lapins n’étaient certai- 
nement pas normaux. Nous n’avons pas tenu compte du cycle 
cestral qui parait exercer, d’aprés nos premiéres observations, 
une influence sensible sur la fiche réticulo-endothéliale des ani- 
maux. D’autre part, le lapin en cage n’est guére dans des condi- 
tions physiologiques. La cage de lapin est trop petite pour 
Vanimal et le confine A une immobilité forcée. D’ailleurs, environ 
15 sur les 21 animaux étudiés ont donné des limites de variations 
sensiblement plus restreintes (représentées en hachuré sur la 


“i. tohober 


Fic. 3. — Limites des variations physiologiques 
de la fiche réticulo-endothéliale chez le lapin. Méthode par dosage d'azote. 


figure). Ces limites sont les suivantes : pH 6,4, 0 a 15 p. 100; 
pH 6,2; 13°a"4s"p. 100; =p’ 6, 469s 58". 100s plies, eros 
90 p. 100; pH 5,5, 90 a 97 p. 100. Nous croyons bien que ce 
sont les données plus proprement physiologiques chez le lapin. 

Quoi qu'il en soit, méme le domaine plus étendu des varia- 
tions reste, dans son ensemble, sensiblement déplacé vers la 
région acide par rapport au domaine de variations de la fiche 
de homme (fig. 3). Le lapin se comporte, a ce point de vue, 
comme certains hommes malades (infarctus du myocarde, phase 
invasive des toxi-infections graves, phase terminale des maladies 
organigues chroniques, néphrose lipoidique [4}) et que nous 
pensons atteints d’une aplasie ou d’un blocage du mésenchyme 
actif [4]. 

En ce qui concerne la méthode néphélométrique, nous n’avons 
étudié, jusqu’da présent, que 3 sérums normaux. Pour ces 
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3 lapins, les résultats sont remarquablement constants et indiquent 
un maximum vers pH 5,4 (fig. 4), alors que le maximum chez 
homme se situe trés nettement vers pH 5,8 a 6. On retrouve 


Fic. 4. — Diagrammes néphélométriques 
donnés par les sérums de trois lapins normaux. 


Fic. 5. — Fiches réticulo-endothéliales obtenues chez trois lapins normaux. 
Méthode néphélométrique. A gauche de la figure les deux traits pleins 
limitent les variations physiologiques chez l‘homme. 


done le déplacement vers la région acide déja observé par la 
méthode classique. La représentation par précipitation p. 100 
montre ce fait encore plus nettement et simultanément, les dia- 
grammes de ces trois lapins normaux deviennent encore plus 
superposables (fig. 5). 
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Quant aux autres données qui découlent de l'étude des euglo- 
bulines, le taux de l’euglobuline I (1), tout d’abord, est  sensi- 
blement plus faible chez le lapin normal que chez l’homme 
normal. Alors que chez ce dernier le taux oscille le plus souvent 
entre 0,4 et 0,5 p. 1000 [4], chez le lapin il reste le plus souvent 
entre 0,2 et 0,3 p. 1000. Deux fois seulement sur 19 lapins nor- 
maux il a dépassé 0,4 p. 1000 et un de ces lapins « normaux », 
avec un taux de 1,21 p. 1000, était certainement pathologique 
(d’ailleurs, son diagramme aussi était nettement dévié vers la 
région alcaline). Ici, comme chez ’homme, l’augmentation de ce 
taux seul constitue une donnée pathologique puisque, presque 
certainement, les traces de substances qualifiées d’euglobuline I (1) 
dans le sérum normal ne sont, en fait, que des impuretés dispa- 
rates [4 a]. De ce qui précede, nous pouvons conclure qu’un taux 
atteignant ou dépassant 0,5 p. 1000 est, chez le lapin, le signe 
d’un processus pathologique. 

Le taux des euglobulines totales, assez variable, oscille aux 
environs de 3 p. 1000, donc il est sensiblement plus faible que 
chez homme [4]. Mais le sérum de lapin contient aussi moins 
de protéides totaux que celui de Vhomme. Toutefois, la diminu- 
tion des euglobulines reste relativement plus forte. Dés lors, le 
rapport euglobulines/protéides totaux, la seule donnée intéressante 
du point de vue physiologique, sera aussi relativement faible. La 
moyenne pour 20 lapins normaux a été de 7,4 p. 100, alors que 
chez homme ce rapport oscille entre 9 et 12 p. 100. Sur les 
20 lapins, ce rapport est resté toujours inférieur a 12 p. 100 et 
n'a dépassé 9 p. 100 que trois fois. Aussi, un rapport supérieur 
i 12 p. 100 constitue une donnée pathologique. 

3° Le sERUM DE copAye. — La méthode classique, par dosage 
@azote, n’a été opérée jusqu’aé maintenant que sur 2 cobayes nor- 
maux. Mais déja, de cette étude préliminaire, il découle clai- 
rement que le diagramme du cobaye, tout a fait différent de celui 
du lapin, se rapproche beaucoup de la fiche de ’Vhomme. En fait, 
il est trés faiblement déplacé, par rapport a cette dernicre, vers 
la région acide. D’ailleurs, les deux diagrammes sont  trés 
proches (fig. 6), ce qui laisse prévoir que les limites des varia- 
lions physiologiques chez le cobaye sont relativement restreintes. 

Les sérums de deux cobayes normaux ont été étudiés par la 
méthode néphélométrique. Les deux diagrammes sont encore quasi 
identiques et, cette fois-ci, exaclement superposables A celui de 
Vhomme normal (fig. 7). Done; le sérum du cobaye pourra bien 
étre étudié par la méthode néphélométrique, fait important, 
puisque l’animal ne pourra guére donner suffisamment de sang 
a plusieurs reprises pour |’ établissement du diagramme par dosage 
d’azote. 
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Pour les deux cobayes normaux dont les données ont été obte- 
By > e 1 
nues par dosage d’azote, les taux des euglobulines totales ont été 


cE ¢ 


Fic. 6.°— Fiches réticulo-endothéliales obtenues chez deux cobayes normaux. 
Méthode par dosage d’azote. En traits pleins les limites des variations pliysio- 
logiques chez homme. 


Fic. 7. — Fiches réticulo-endothéliales obtenues chez deux cobayes normaux. 
Méthode néphélométrique. En traits pleins les limites des variations physio- 
logiques chez Vhomme. 


de 5,3 et de 4,6 p. 1.000, done légérement supérieurs au taux du 
lapin. Ces mémes sérums contiennent 0,9 et 1 p. 1000 d’euglo- 
buline I (1). Ce taux parait done dépasser non seulement celui du 
lapin, mais aussi celui de homme. 
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Discusston. — D’aprés les travaux d’Adner [2] et de Vargues [3], 
V'applicabilité de la méthode néphélométrique parait incontestable. 
Nos résultats personnels aussi sont encourageants. Ceci rend fa 
méthode accessible aux cliniciens. Mais les deux ne sont pas 
comparables du point de vue théorique. Dans notre technique 
primitive nous éliminons les précipités au fur et a mesure 
de leur production, alors que dans la méthode simplifiée on 
recueille ensemble des précipités qui se forment 4 un pH donné. 
In raison de la valeur trés réduite de la force ionique, sans aucun 
doute, des combinaisons hétéropolaires doivent se produire ainsi 
entre divers protéides et l'étude des précipités formés ne rensei- 
genera pas sur l’essence du phénomeéne. 

Adner appelle notre test: « test de précipitation euglobul:- 
nique ». Ainsi, il accepte bien notre point de vue, a savoir que 
les euglobulines sont des globulines particulicres et nullement 
des systemes de coprécipitation complexes. Pourtant, nous ne 
croyons pas justifiée la modification de notre dénomination pri- 
mitive. En effet, le caractére trés général des renseignements 
fournis par notre test est en contraste avec celui, restreint, de sa 
définition physico-chimique. Et ce caractére tres général est 
encore souligné par les travaux d’Adner qui prouvent quwil y a 
une proche parenté entre notre test et le diagramme de Tiséhius. 
Aussi, comme nous ]’avons pensé dés le début, notre test ren- 
seigne bien sur l’état de tout le mésenchyme producteur de 
plasma. 

Nous l’avons appelé « fiche réticulo-endothéliale ». Evidemment, 
le terme réticulo-endothélium préte a confusion. Les travaux 
récents démontrent clairement que ce systéme, dont la définition 
purement physio-pathologique découle des travaux de Metchnikof 
et d’Ehrl:ch, comprend, en réalité, les systemes macrophagiques 
et lymphatiques, alors que l’endothélium doit en étre exclu [5]. 
I] vaudrait peut-étre mieux parler d’un « mésenchyme indiffé- 
rencié », gardant certaines potentialités embryonnaires, mais 
Vidée d’Aschoff est plutot physio-pathologique qu’histologique. 
Aussi, comme une modification de terme alourdit toujours la 
nomenclature scientifique déjaé si complexe, nous conservons 
avec ces restrictions le terme : réticulo-endothélium. Nous pen- 
sons qu’en particulier, il produit le plasma par clasmatocytose, 
done notre test, qui renseigne sur |’état du systéme qui produit 
le plasma, est bien une « fiche réticulo-endothéliale ». 

Adner {2} montre clairement que la situation de notre fiche 
dans Véchelle des pH dépend, le plus souvent, du rapport y-glo- 
bulines/a + B-globulines. Un déplacement vers la région alca- 
line signifierait, d’aprés l’auteur, une augmentation de ce rap- 
port, alors que la diminution de celui-ci résulterait d’un dépla- 
cement vers la région acide. Certes, ceci ne sera pas toujours 
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exact et ’exemple présent du sérum de lapin le prouve clairement. 
Le diagramme de ce sérum est trés fortement déplacé vers la 
région acide par rapport a celui de l’homme. Donc, si la régle 
énoncée par Adner était toujours valable, il faudrait que le 
rapport y-globulines/a + f-globulines, soit plus élevé chez 
Yhomme que chez le lapin. Nous relevons chez Edsall [6] les 
données suivantes : 


HOMME COBAYE LAPIN 


y — globulines 


R rt; —_->—______ ._ .. . 
Hehe + $8 — globulines 


0,54 0,98 1,14 

Le rapport, au contraire, est plus élevé chez le lapin que chez 
homme. Personnellement cependant, nous avons plutét l’impres- 
sion que la méthode de Tisélius n’est pas adéquate pour évaluer 
avec quelque exactitude la composition centésimale du sérum en 
différentes sous-fractions globuliniques. Les accidents globuli- 
niques sont trop étalés et, dés lors, empiétent trop les uns sur 
les autres. Peut-étre l’électrophorése sur papier donnera de 
meilleurs résultats. En attendant, notre test seul est appelé 
a donner spécifiquement certains aspects du probleme. D’ailleurs 
la signification physiologique du diagramme de Tisélius dans le 
cas du sérum nous échappe toujours et il n'est pas impossible 
quen fait, il s’agisse encore d’une « fiche réticulo-endothéhale ». 
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COMPARAISON DE SOUCHES BACTERIENNES 
RESISTANTES A DES ANTIBIOTIQUES 
AVEC DES SOUCHES SENSIBLES DE MEME ESPECE 


Il. — CAS DE LA PENICILLINE 


par Mirko BELJANSKI. 


(Institut) Pasteur. Service du proftesseur Macuesoeur.) 


Dans un travail précédent [4] nous avons montré que Staphylo- 
coccus aureus résistant a la slreptomycine accumule des quan- 
tités d’acide ribonucléique trés supérieures a celles accumulées- 
par la souche sensible. 

D’aprés ces résultats on pouvait se demander si cette accumu- 
lation massive d’acide ribonucléique était spécifique de la strepto- 
mycino-résistance, ou si elle s’étendait aux autres antibiotiques: 
provoquant des perturbations du métabolisme chez les bactéries. 
Pour cela, nous avons entrepris |’étude chimique comparative 
d’une souche résistante et d’une souche sensible a la pénicilline 
de Staphylococcus aureus. (Les cas des sulfamido-résistance ct 
azido-résistance seront publiés prochainement.) 


ETUDE COMPARATIVE DE LA CROISSANCE DE Staphylococcus aureus 
SOUCHE PENICILLINO-RIESISTANTE 
ET SOUCHE  PENICILLINO-SENSIBLE. 


Pour nos études sur la pénicillino-résistance nous avons cho‘si 
une souche de Staphylococcus aureus (Oxford) trés sensible a la 
pénicilline. Pour obtenir in vitro une souche résistante a la péni- 
cilline, on rencontre beaucoup plus de difficultés que dans le cas 
de la streptomycine. ‘Les cultures successives d’une souche sen- 
sible proliférant en présence de petites doses croissantes de 
pénicilline ne se développaient que trés lentement et il a fallu 
de trés nombreux passages pour obtenir enfin la souche de haute 
résistance (4000 unités par miullilitre). 

Nous avons fait une étude comparative des vitesses de ¢rois- 
sance (les deux souches dans les conditions indiquées a propos 
de la streptomycino-résistance [4]. 

Notons tout d’abord que la souche de Staphylococcus aureus 
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résistante 4 la pénicilline a une croissance beaucoup plus lente 
que la souche résistante a la streptomycine étudiée dans le travail 
précédent [4]. 

D’autre part, nous retrouvons pour la souche pénicillino-résis- 
tante un phénoméne analogue a celui que nous avons observé 
pour la souche streptomycino-résistante : la souche résistante 
a une phase de latence beaucoup plus prolongée que celle de la 
souche sensible (fig. 1). Par contre, la phase exponentielle de 
croissance est modifiée plus profondément que pour la streplo- 


800+ opacite’ 


Fic. 14. — I, courbe de croissance d'une souche de Staphylococcus aureus péni- 
cillino-sensible; ll, courbe de croissance d'une souche de Staphylococcus au- 
reus pénicillino-résistante. 


mycino-résistance. (Nous n’avons pas l’intention d’approfondir 
cette question dans le présent travail.) 


ETUDE DU METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES ET DE LEURS DERIVES 
cHEez Staphylococcus aureus PENICILLINO-RUSISTANT 
ET PENICILLINO-SENSIBLE. 


Pour l'étude du métabolisme des acides nucléiques et de leurs 
dérivés nous avons appliqué les méthodes que nous avions ull- 
lisées dans le cas de la streptomycino-résistance. 

Nos résultats se résument ainsi : 


a) AciIDE riBoNUCLEIQUE. — La souche de Staphylococcus 
aureus pénicillino-résistante aceumule en abondance de Vacide 
ribonucléique pendant Ja fin de la phase de latence et au début 
de la phase exponentielle de croissance. Cette quantité d’acide 
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ribonucléique est deux a trois fois supérieure a celle accumulée 
par la souche sensible dans les mémes conditions (fig. 2). 

Les maxima des courbes des deux souches ne sont pas situés 
a la méme heure, mais nous savons qu’il existe des différences 
dans la durée des phases de latence dans les courbes de crois- 
sance respectives pour les deux souches. En somme, nous retrou- 
vons le phénoméne que nous avons découvert dans le cas de la 
streptomycine. 


b) Actwoe pisoxyriBonucLiique. — Pour l’acide désoxyribo- 
nucléique chez Staphylococcus aureus sensible et résistant a la 
ribose/mgn 
tao} y T!bose/mg fe 
GaN 
/ \ 
’ \ 
1 ‘ 
} \ 
t ‘ 
I ‘ 
1350 ' iy 
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Fic. 2. — Teneur en ribose d'acide ribonucléique chez Slaphylococcus aureus. 
1, souche pénicillino-sensible ; 1], souche pénicillino-résistante, 


streptomycine, le taux est le méme pendant le début de la crois- 
sance. Dans le cas d’une souche pénicillino-résistante nous cons- 
tatons, au contraire, qu’il y a une légére différence quantitative 
entre la souche sensible et la souche résistante en ce qui concerne 
lacide désoxyribonucléique. Mais les différences sont beaucoup 
moindres que pour l’acide ribonucléique. La souche résistante 
i la pénicilline accumule un peu plus d’acide désoxyribonucléique 
que la souche sensible pendant les premiéres heures de la crois- 
sance bactérienne. Les maxima des courbes représentant |’évolu- 
tion de ]’acide désoxyribonucléique se situent a la méme heure 
que ceux des courbes représentant |’évolution de l’acide ribo- 
nucléique. 

Nos résultats sont exprimés par les courbes de la figure 3. 


c) MoNoNnuCLEOTIDES PURIQUES. — D’aprés les travaux de Gros 
et Machebceuf [2] confirmés par ceux de Mitchell [8], la pénicil- 
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line agit sur la scission des mononucléotides et de l’A. T. P. 

Nous avons donc étudié le métabolisme des mononucléotides 
puriques chez les souches de Staphylococcus aureus sensible et 
résistante a la pénicilline. La souche résistante accumule nota- 


200 


La ea aor SP RL ria 


Fic. 3. — Teneur en acide désoxyribonucléique chez Staphylococcus aureus. |} 
souche pénicillino-sensible. Il, souche pénicillino-résistante. 
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Fic. 4. — Azote purique nucléotidique chez Staphylococcus aureus. 1, souche pé- 
nicillino-sensible. 11, souche pénicillino-résistante. 


blement des mononucléotides puriques au cours des premiéres 
heures de la croissance bactérienne. 

Nos résultats sont exprimés en pg d’azote purique mono- 
nucléotidique par rapport au milligramme d’azote total micro- 
bien (fig. 4). 
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d) Ions ortHOPHOsPHORIQUES. — Divers auteurs ont déja étudié 
le probléme du métabolisme phosphorique chez des bactéries 
pénicillino-sensibles mises en présence de l’antibiotique. 

Gros et Machebceuf [4] ont observé que les cellules de Clostri- 
dium sporogenes non proliférantes captent abondamment des ions 
phosphoriques du milieu ambiant lorsque la pénicilline est pré- 
sente, tandis que cette captation est infime en l’absence de lanti- 
biotique. 

Park et Johnson [5] ont vérifié récemment ce fait sur des sta- 
phylocoques en prolifération. Ces auteurs ont méme isolé des 
dérivés triphosphorés : acide  uridyl-pyrophosphorique. Ces 
corps sont accumulés pendant la phase de latence par la souche 
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Fic. 5. — fons orthophosphoriques chez Staphylococcus aureus. 1, souche péni- 


cillino-sensible. [l, souche pénicillino-résistante. 


sensible cullivée en présence de doses subléthales de péni- 
cilline [6]. 

Toutes ces études ont porté uniquement sur des souches sen- 
sibles a Vantibiotique. 

Nous avons abordé le probléme différemment en étudiant les 
leneurs en phosphore acido-soluble des cellules de deux souches 
de Staphylococcus aureus pénicillino-sensible et pénicillino-résis- 
lante. La souche résistante & une certaine période de sa crois- 
sance accumule beaucoup plus de phosphore acido-soluble que 
la souche sensible. 

Or, nous avons vu que dans le cas de la streptomycine nous 
n’avons rien observé de semblable. Ceci constitue une diver- 
gence biochimique tres nette entre la souche pénicillino-résistante 
et la souche streplomycino-résistante que nous avons étudiées. 
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_L’accumulation de phosphore acido-soluble par la souche péni- 
cillino-résistante est peut-élre en rapport avec les anomalies du 
catabolisme de l’acide ribonucléique que présente cette souche 
résistante [2]. 

Nos résultats sont exprimés par les courbes de la figure 5. 


ETUDE DES PROTIDES 
cHEz Slaphylococcus aureus PiNICILLINO-RESISTANT 
ET PENICILLINO-SENSIBLE. 


Gros et Machebeeuf [7], en travaillant avec Clostridium sporo- 
genes, ont constaté que la pénicilline ne modifie pas l’activité 
protéolytique de ce germe. Ils notent, par contre, une action sur 
le métabolisme des amino-acides (désamination couplée). 

Gale [8], d’autre part, en travaillant avec Staphylococcus aureus, 
constate que la pénicilline a doses infraléthales freine la capta- 
tion de l’acide glutamique par la cellule microbienne. Mais 
Hotchkiss [42} observe que certaines souches de Staphylocoques, 
pourtant trés sensibles a la pénicilline, ne captent pas mieux 
Vacide glutam:que en absence de pénicilline qu’en présence de 
Vantibiotique. 

La pénicilline n’ayant pas d’action directe sur le métabolisme 
protidique proprement dit dans la cellule, il était intéressant 
d’étudier une souche pénicillino-résistante et de voir si son méta- 
bolisme protéique différait de celui d’une souche sensible comme 
différe son métabolisme nucléique. 

Notre étude a montré que la teneur en azote protéique des 
cellules bactériennes au cours de la croissance évolue de facon 
pratiquement identique dans les deux souches ; on note tout au 
plus une légére différence, peut-étre non significative, en faveur 
de la souche résistante. 

Nous avons vu chez deux types de hbactéries, lun 4 Gram 
positif et l’autre & Gram négatif, que le taux de protéines est 
le méme pour la souche microbienne sensible que pour la souche 
résistante a la streptomycine. Mais une souche de Staphylococcus 
aureus pénicillino-résistante accumule un peu plus de protéines 
que la souche sensible a cet antibiotique. 

On sait que les travaux de Caspersson [9] et de Brachet [410] 
ont fait admettre des relations étroites entre l’acide ribonucléique 
et la synthése des protéines dans les cellules vivantes. D’autre 
part, d’aprés ces auteurs, la synthése de l’acide ribonucléique 
semble précéder celle des protéines. (La teneur en acide ribo- 
nucléique du cytoplasme est d’autant plus grande que la synthése 
protéique est plus active.) 

Or, dans notre étude sur les bactéries streplomycino-résistantes, 


408 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


nous n’avons pas observé de parallélisme entre les teneurs en 
acide ribonucléique et ]’accumulation des protéines. La souche 
résistante accumule des quantités considérables d’acide ribo- 
nucléique, tandis que sa teneur en protéines reste identique 
a celle des souches streptomycino-sensibles. (La synthése de 
liacide ribonucléique ne semble pas précéder ici celle des 
protéines.) 

En étudiant la pénicillino-résistance, nous constatons, bien que 
les teneurs en acide ribonucléique et en protéines varient dans 
le méme sens, qu’il n’y a pas parallélisme. 

Nos résultats sont exprimés par les courbes de la figure 6. 
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7) N 


i 


Fic. 6. — Azote protéique chez Staphylococcus aureus I, souche pénicillino-sen- 
sible. II, souche pénicillino-résistante. 
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CoNCLUSIONS. 


Tandis qu'une souche de Staphylococcus aureus streptomycino- 
résistante n’accumule que de l’acide ribonucléique, une souche 
de méme espéce, mais pénicillino-résistante, accumule non seu- 
lement des quantités supérieures d’acide ribonucléique, mais 
également de protéines, de mononucléotides puriques et de 
composés phosphoriques acido-solubles. 

Ces différences sont peut-étre basées sur les modes d’action 
différents des deux antibiotiques quant aux acides nucléiques : la 
pénicilline n’empéche pas Ja dépolymérisation de Vacide ribo- 
nucléique qui se dégrade et participe a la synthése des protéines. 
La streptomycine, au contraire, se complexifie avec l’acide ribo- 
nucléique (ou avec des nucléoprotéines) et freine sa dépolyméri- 
sation [44]. 
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CONTRIBUTION A L'ETUDE DE SALMONELLA DUBLIN. 
NOUVELLES VARIETES BIOCHIMIQUES. 
CLASSIFICATION. 


par R. NEEL, kK. JORGENSEN, L. LE MINOR et A. MACHOUN (°*). 


(Institut d’Elat des sérums et vaccins [Institut Razt| 
Hessarek {Iran} 
el Institut Pasteur |Parts}.) 


Sous le nom de Salmonella dublin, on réunit a Vheure actuelle 
des bacilles qui, tout en ayant une structure antigénique identique : 
I, IX, XII -—— g, p, ont un comportement enzymatique différent. 

Trois variétés biochimiques ont été ainsi individualisées : 

Salmonella dublin — Bruce White 1929 [4] ; 


Salmonella dublin variélté acera — F. Kauffmann 1941 ou 
S. dublin 2 [2]. 

Salmonella dublin variété coeln — IF. Kauffmann 1941 ou 
S. dublin 3 [2]. 

‘Le tableau 1, emprunté 4 Kauffmann — 1951 [8], en résume les 


principaux caractéres différenticls. 
L’action sur les milieux de Simmons et les milicux aux acides 


TABLEAU |. 


| Variéte jArabinosel Dulcite Rhamnose stern| 

OES eS SS See Se Ses SS fren leramay Gates meee bah 

) Salmonella Seal x ) v ) + § + 

S.dublin v.accra + + + + 

§ S.dublin v.coeln } x § + § - + i tes 

' j } 4 j ) 

ae ee er ae i co eee 

{ Glucides : x +: tardivement et irréguliérement posi- 

) +2 emontnecatit. 

§ vo: types biochimiques divers . $ 

+ <i positif en 24 heures. i} 

- + : faibdlement positii en 2 & 4 jours. $ 

i stern aiycerod > + : Couleur pourpre aprés 8 jours 
observation. 

++ $3 couleur lilas en I’a 8 jours d'observation. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 2 octobre 1952. 
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organiques est pratiquement identique pour les trois variétés. De 
plus, la majorité des souches utilisent tardivement et irréguliére- 
ment ]’arabinose. 

Or, nous avons eu récemment l'occasion. d’isoler 65 souches 
iraniennes de S. dublin. Si laction sur les milieux de Simmons et 
ceux aux ac¢ides organiques a montré que ces souches se compor- 
taient de fagon classique, en dehors de quelques différences 
minimes, et si, l&4 encore, quelques-unes d’entre elles seulement ont 
attaqué rapidement l’arabinose, |’ensemble du comportement vis- 
a-vis des trois glucides différentiels et du stern-glycérol, nous a 
permis d’individualiser deux variétés nouvelles intéressantes du 
double point de vue bactériologique et épidémiologique. 


1° ORIGINE DES SOUCHES. 


La provenance de ces 65 souches est trés diverse. 

1° Veau. — La majorité d’entre elles : 50 souches, ont été isolées 
chez le veau, le plus souvent a partir de la rate, plus rarement a 
partir de la moelle osseuse et des féces. 

I] existe, en effet, depuis plusieurs années, dans la région de 
Téhéran et dans celle d’Hessarek, une trés grave toxi-infection des 
trés jeunes veaux, a4 allure enzootique, caractérisée cliniquement 
par une diarrhée profuse avec septicémie terminale. Dans la plu- 
part des cas l’affection est mortelle. En raison de l’absence presque 
totale d’hygiéne dans les élevages, la morbidité est trés élevée, 
atteignant 98 p. 100 dans certains cas. Jusqu’a présent, dans tous 
les foyers, nous avons mis en évidence, comme agent étiologique, 
Salmonella dublin. Mais, comme on ]’a observé depuis longtemps 
dans des enzooties de ce genre [4], cette Salmonelle n’est pas le 
seul agent pathogéne en cause : c’est ainsi que nous avons trouvé 
plus rarement Salmonella bovis morbificans et que nous pensons 
qu’Escherichia coli joue peut-étre un role non négligeable. 

2° Chien. — Six souches ont été obtenues par coproculture chez 
des chiens de berger. Ces derniers se nourrissent des cadavres des 
veaux qui sont laissés sur place. Le chien ne présente aucune lésion 
de Salmonellose, comme nous ]’avons vérifié par |’autopsie de 
ceux qui avaient présenté une coproculture positive. En outre, 
divers ensemencements de contréle (sang du coeur, rate, foie) res- 
térent négatifs. L’animal n’héberge done que transitoirement le 
bacille dans le tractus intestinal. 

Enfin, au cours de recherches sur les Salmonella en Ivan, nous 
avons retrouvé S. dublin dans les circonstances suivantes : 


3° Enfant. — Six fois, par hémoculture ou coproculture, au 
ne de syndrome typhoidique ou de gastro-entérite. 
° Vache. — Une fois, par adénoculture mésentérique, chez un 


cube sain, destiné A la consommation (porteur de germes). 
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5° Pore. — Une fois, par adénoculture mésentérique, chez un 
animal sain destiné A la consommation (porteur de germes). Ce 
pore provenait d’un élevage du Mazandéran, ce qui est en faveur 
de la large diffusion: géographique de cette Salmonelle en Iran. 

6° Chevreau. — Enfin une fois chez un chevreau atteint de 
diarrhée mortelle avec septicémie. Cette souche a ét@ isolée par 
hémoculture par Mr. le Dr. Kaweh qui a bien voulu nous la confier. 
Nous le remercions bien vivement pour son obligeance. 


Remarque ; toutes ces souches seront désignées au cours de ce travail, 
sous leur numéro d’inscription au souchier de l'Institut Razi (Institut 
d’Etat des Sérums et Vaccins, Hessarek, Iran). 

En outre, pour classer nos souches locales, nous avons étudié compa- 
rativement, trois souches de collection, correspondant chacune aux 
trois variétés de S. dublin déja décrites. Ces souches nous ont été 
envoyées par Mr. le professeur Kauffmann, que nous remercions infini- 
ment pour son amabilité. Nous leur avons conservé le numéro de la 
Collection du Centre International des Enterobacteriaceae (professeur 
Kauffmann, Institut Sérothérapique, Copenhague, Danemark). Ce sont : 

S. dublin, n° 65 (dulcite +). ‘ 

S. dublin v. accra, n° 228. 

S. dublin v. coeln, n° 227. 

2° CARACTERES GENERAUX. 

Nous n’avons observé aucune anomalie dans la constitution anti- 
génique de nos souches. Leur formule antigénique est donc 
I, Ix, XII — g, p. 

Cette identification a reposé essentiellement sur les épreuves 
d’agglutination sur lames ou en tubes avec les différents sérums 
spécifiques. Ces différents tests ont été complétés pour chacune 
des cing souches téte de série biochimique (n°* 481, 412, 411, 531 
et 468) par la saturation fractionnée d’un sérum polyvalent de lapin. 
Le résultat de ces diverses saturations ont confirmé la structure 
antigénique précédente. 

‘Les caractéres biochimiques généraux ont été dans l’ensemble 
ceux du genre Salmonella et de Vespéce S. dublin. 


ING ERA VOR sian seu mines ysieack, canes + Gazmene clu COce mem amen + 
LOSES Te lone eres cee —4 11 Wao ieaal antenna ches Abts So Senet 
nd Oem nents aan sce eee ona — Gelatinet met eee ee — 30 
Ms Reger ite erat te ha Le vont. + 

Ve Dorie Okt Crna fet — 

IDSA OSE coo vor of 6 oe 16. “She =H) CUE 5 6 oe Tho piace seca mesteal 
Sacchanosememeaeciesns) actus — 3) MalitoSe erwin ee arenes +4 
AdOnite ste cers, < fete == 30 Mannitewt, cen, ess tee +1 
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Signalons les variantes individuelles suivantes : 

1° Agazogénes. — Deux souches humaines (n° 532 et 533) n’ont 
pas produit de gaz. 

2° HS négatives. — Quatre souches n’ont pas produit d’hydro- 
géne sulfuré dans les vingt-quatre heures. Par la suite, la produc- 
tion d’H,S a été trés faible. 

Mentionnons qu’a l’isolement nous avons observé : 

1° La coexistence de colonies naines et de colonies normales de 
type S, sur trois coprocultures pratiquées sur gélose lactosée bro- 
mothymolée ; 

2° La présence de colonies de type R, a l’exclusion de colonies 
de type S, sur trois isolements. 

Une souche enfin était contaminée par un phage. 


3° CARACTERES DIFFERENTIELS. 


Les diverses variétés de S. dublin et les espéces voisines du 
Groupe D (antigéne commun g) sont différenciées biochimiquement 
par leur comportement vis-a-vis : 

De l’arabinose, de la dulcite et du rhamnose ; 

Du stern-glycérol ; 

Des milieux de Simmons ; 

Des milieux aux acides organiques. 


1° Glucides. — Pour les 3 glucides précités, ainsi que pour 
tous les glucides utilisés dans la recherche des caractéres biochi- 
miques d’ensemble, nous nous sommes servis du milieu suivant : 


OKI, gio ms 2 O56 6 oo S29 cll Gm tho Shoe Suelo ay gon SADE 
Chioruresdeis odiuiimermearse. Walaa pas ete ty he eee! es Oe: 
GAT CIOS geo Merete ee MEN a Meth ea anges id ote heme CRORE: 
Eau distillée . at eR eee nth eA Tee SL 
Bleu de bromothymol sodique a 1 p. 500 Q.S. 

TOE 3 15 Ne 


Glucide et indicateur sont ajoutés aprés la stérilisation du milicu 
4 110°, L’ensemencement est pratiqué avec I goutte d’une culture 
de vingt-quatre heures dans une eau peptonée identique, mais sans 
elucide ni indicateur. 

Lecture : Elle a été journaliére jusqu’au trentiéme jour. 

Nous avons observé deux types de réaction : 

Réaction positive avec virage au jaune franc ; 

Réaction négative, le milieu restant bleu ou prenant une teinte- 
bleu-vert. 

Remarque : Kauffmann [8] signale pour certaines variétés de 
S. enteritidis et de S. dublin, pour S, moscow et S. blegdam, des 
réactions faiblement positives en deux a quatre jours (en abré- 
vialion — +). 
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Comme nous n’avions pas rencontré ce type de réaction, nous 
avons ensemencé les souches suivantes de la Collection du Centre 
International des Enterobacteriaceae (professeur Wauffmann) : 

N° 225, S. enteritidis v. chaco, 

N° 226, S. enteritidis v. essen 
en eau peptonée rhamnosée, 

N° 227, S. dublin v. coeln 
en eau peptonée dulcitée. 

Avee les deux premicres souches, la réaction a été positive 
(virage au jaune) au quatriéme jour, avec la troisicme le milieu 
n’a présenté aucune modification. 

Nous avons donc supprimé ce type de virage qui tombe dans le 
cadre des virages tardifs (voir ci-dessous). 

Interprétation des résultats. — La rapidité du virage joue un 
role capital dans le diagnostic des différentes variélés de S. dublin 
et dans celui des salmonelles voisines [2, 3]. 

Le virage rapide en un jour (ou +) est un caractére constant, 
quel que soit le glucide attaqué. Nous avons observé aussi des 
réactions positives rapides Ilégérement retardées : le virage ne se 
produit qu’en trente 4 quarante heures, principalement avec les 
souches de la variété I et en rhamnose ; apres vérification, ce virage 
était du type + précédent. 

Le virage tardif, en trois 4 trente jours, est irrégulier, comme on 
la observé depuis longtemps et comme nous |’avons vérifié pour 
un grand nombre de nos souches. Nous désignerons ces réactions 
tardives et irréguliérement positives ou négatives qui s’observent 
avec ]’arabinose, la dulcite ct le rhamnose par le signe x. 

Le virage positif en deux jours est soit un virage rapide retardé 
comme nous l’avons dit plus haut (ou +), soit un virage tardif 
anormalement précoce (oux). En présence d’une telle réaction, il 
est nécessaire de pratiquer une réaction de controle pour classer 
de fagon précise ce type de virage. 

Les virages constamment négatifs (ou —) ne s’observent pas avec 
ces trois sucres ou seraient alors peut-étre exceptionnels. En effet, 
avec quelques souches négatives, nous n’avons obtenu un résultat 
positif qu’aux 3°, 4° et méme 5° essais. 

Variétés biochimiques. — L’action combinée sur les trois glu- 
cides précités permet d’individualiser 5 variétés de souches locales, 
dont 2 correspondent aux variétés déja décrites. Nous y reviendrons 
-plus loin dans la discussion finale. 

La répartition des souches était la suivante : 


Variété 4 (S. dublin). - #2 souches. 


Variété 3 (S. dublin v. A EL RG lis C0 ha 4 — 
Variété- ce ohare «gala ethan erp eee — 
VaritO be tk fee ee oe te Cea — 


Variét6re(S. cu blinginaecro)pa an nee eG = 
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2° Stern-glycérol. — Pour la composition du milieu, nous ren- 
voyons a la publication de Kauffmann [3]. A la place d’Extrait 
Liebig, nous avons eu recours 4 la macération double de viande 
de boeuf. La préparation du milieu est délicate et, apres déco- 
loration, on doit obtenir une teinte jaune sans reflets rosés. 
Mais, pas plus dans la publication originale que dans celles de 
Kauffmann [5, 2, 3], aucune indication n’est donnée pour le mode 
de stérilisation. La sensibilité varie suivant que l’on stérilise a 
Vautoclave ou par filtration. Des essais comparatifs nous ont fait 
adopter la stérilisation 4 105° pendant vingt minutes. Aprés refroi- 
dissement rapide, le milieu doit étre trés légérement rosé. Conservé 
en glaciére, 4 labri de la lumiére, il doit étre utilisé rapidement. 
Malgré l'emploi d’un tube témoin non ensemencé, nous pensons 
qu’un controle du lot avec des souches éprouvées Stern —, + 
et + + est nécessaire. 

Lecture. — Elle a donné lieu & de nombreuses interprétations. 

‘Le mode de lecture préconisé par Kauffmann, en 1941 [2], et 
celui de Kristensen et Bojlen [2] prétent & confusion et nous obte- 
nions avec nos souches, pour une méme variélé, des résultats 
contradictoires. 

Nous aurions préféré l’interprétation suivante qui évite les causes 
erreur dans la zone du rouge et qui n’est qu'une simplification 
de Ja notation de Kauffmann 1951 : 

Virage au violet en un a huit jours : réaction positive ; 

Virage au rouge ou identique au tube lémoin : réaction négalive. 

Cependant, pour rester en accord avec Kauffmann, nous avons 
adopté le procédé de lecture décrit en 1951 [38] : 

Lecture journaliére pendant huit jours ; 

Virage au violet : réaction positive forte ou + +; 

Virage au pourpre : réaction positive faible ou + ; 

Pas de virage ou virage au rouge peu accentué : réaction 
négative. 

Résultats. — Dans ces conditions les souches témoins nous out 
donné des résultats conformes au tableau 3a de Kauffmann [3] ou 
Stern +, tandis que toutes les souches locales ont été Stern + +. 

3° Milieux de Simmons. — Nous avons suivi les techniques de 
préparation et d’ensemencement données par IKauffmann [3]. La 
lecture journaliére a été prolongée jusqu’au huitiéme jour. 
18 souches seulement ont été étudiées sur milieux gélosés non 
eitratés et sur milieux liquides. 

Milieux gélosés : sur gélose cilratée et glucosée, les résultats 
ont été en général paralléles. La majorité des souches a cultivé 
faiblement et tardivement. Le virage au bleu ou au jaune a com- 
mencé en général vers le troisiéme jour. L’intensité de la coloration 
finale est relativement faible mais trés nette dans la plupart des cas. 
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Cette action positive faible s’oppose au virage rapide et de couleur 
bleu roi que l’on observe avec la plupart des souches de S. enteri- 
lidis. Elle se différencie aussi nettement des résultats négatifs que 
nous ont donnés quelques souches de S. dublin. 

Avec l’arabinose, la dulcite et le rhamnose, toutes Jes souches 
ont été négatives. 

Milieux liquides : en dehors de quelques exceptions s’élant pro- 
duites avec le citrate et le glucose, les réactions sont négatives. 


4° Milieux aux acides orguniques. — Les techniques de prépara- 
tion, d’ensemencement et le mode de lecture ont été ceux indiqués 
par Kauffmann [3]. Nous n’avons ulilisé que quatre des cing sels 
préconisés : d et I-tartrate, citrate et mucate. Le test 4 ]’acétate de 
plomb a été pratiqué journellement. Toutes les souches ont été 
ensemencées sur d-tartrate et citrate, 18 seulement sur les 2 autres 
milieux. 

A lV’exception de 8 souches d-tartrate encore négatives au septi¢me 
jour (variantes individuelles), les résultats obtenus sont du méme 
ordre de grandeur que ceux observés jusqu’é présent avec S. dublin, 
la positivité étant toujours obtenue en moins de trois jours. 


5° Résumé des aclions précédentes. — Le tableau II donne les 
earactéres différentiels biochim:ques de quelques-unes des souches 
iraniennes et ceux des souches témoins. 


4°. Discussion. CLASSIFICATION. 


Les divers milieux différentiels ne présentent pas tous le méme 
intérét. 

1° Milieux de Simmons. — Les géloses de Simmons avec glu- 
cose, arabinose, dulcite et rhamnose n’ont qu’une valeur d’appoint 
secondaire pour séparer uniquement S. dublin des espéces anti- 
géniquement voisines du groupe D. 

Seule, on le sait, la gélose citratée est d’un usage courant et 
présente un certain intérét dans Vorientation du diagnostic, sur- 
tout si l’on tient compte des réactions positives faibles qui carac- 
térisent nombre de souches de S. dublin. 

Le schéma fermentatif sur les milieux A l’ammonium est le 
suivant : 
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Arabinose . Pe nee Re he cng) Ma oC 
DIE CTC OIDs, eee Ek Select ee ee a Oe ay ec ENE er 
Rhamfoseso ees <0.) -. 2 Ae oe se ee eee. Pe ee 


+t, positif tardif; —, négatif. 


2° Milieux aux acides organiques. — Les différences légéres 
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constatées avec les différents sels d’acides organiques ne peuvent 
servir a caractériser les diverses variétés ne S. dublin, méme 
secondairement. 

Par contre, les résultats obtenus prennent toute leur valeur en 
a que « type fermentatif » d’ensemble permettant d’ opposer 
S. dublin aux espéces voisines, S. rostock exceptée. 
Conformément & Kauffmann [2], le type fermentatif de S. dublin 
est; 

d-tartrate . ae 
/-tartrate . a= 
i-tartrate . Gavan eke Jean hale eR eh ee aon 
Citrate’. . . cts ots be fe eitaré ee a aalciasity a) «pe mange tree ee amc 
Mucate . pth ge hdr a> Oe Ns, HRS. Bile se ae 

+, positif 1,4; —, négatif 14 jour-; /tartrate, d’aprés Kauffmann [3]; mucate, 

exceptions daprés Kauffmann (3). 


3° Glucides. Stern. —- Comme nous l’avons précisé plus haut, 
le comportement en arabinose, dulcite et rhamnose a permis de 
classer nos souches locales en 5 variétés, dont 3 correspondaient 
a celles déja décrites par Kauffmann. . 

Le tableau III en donne la liste et la clé d’identification, ainsi 
que le comportement sur Stern-glycérol. 


Tasreau I. 
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CoMMENTAIRES. — @) Suivant le tableau 3a@ de Wauffmann [3! 


: 


S. dublin est duleite v, c’est-a-dire types. biochimiques divers. 
D’aprés ce que nous avons dit de Vaction de cette Salmonelle sur 
les trois glucides différentiels, Je signe v ne peut s’interpréter que 
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de deux fagons : + ou x. 32 de nos souches locales et la souche 
temoin n° 65 se rangeaient dans celte variété S. dublin propre- 
ment dite et étaient dulcite +. 

Nous avons demandé a M. le professeur Kauffmann, une 
souche du type dulcite x. Comme il n’en avait pas isolé ces 
derniers temps, nous avons, pour mémoire, inclus sous le nom: 
de S. dublin 2, un tel type de réaction. 

b) Les souches des variétés 1 et 6 (accra) locales étaient toutes 
Stern + +, alors que les souches décrites antérieurement sont 
Stern +. 

c) Nous avons eu 20 souches xylose négatives. Elles ont toutes 
fait partie de la variété I. Nous ne pouvons affirmer si cette action 
particuliére est propre a celle variété. 

d) Mentionnons l’origine des variétés teheran et hessarelk : 
variété 4: veau et chevreau, atteints de diarrhée avec septicémie 
terminale, chien (porleur de germes) et enfant (syndrome 
typhoidique). 

Variété 5: veau (diarrhée avec septicémie). 


5° CONCLUSION. 


A Voceasion de recherches sur la salmonellose des bovidés ct 
sur les salmonelles, en Iran, nous avons été amenés a faire |’étude 
bactériologique de 65 souches de Salmonella dublin. 

A cété de la mise en évidence de variantes biochimiques indi- 
viduelles, nous avons retrouvé, en Iran, les trois variétés biochi- 
miques décrites 4 ce jour: 

S. dublin, S. dublin v. coeln et S. dublin v. accra. 

Un certain nombre de souches présentaient des caractéres bio- 
chimiques les différenciant des variétés précédentes. Nous avons 
été amenés a les grouper en deux variétés nouvelles : 

S. dublin v. teheran et S. dublin v. hessarel. 
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RECHERCHES SUR LES AGGLUTININES HETEROLOGUES 
DES SERUMS ANTISTAPHYLOCOCCIQUES. 


iil. — ETUDE DE LA SPECIFICITE DES TYPES 4,5, 6,7, 8 9. 


par J. PILLET et B. ORTA (*). 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches.) 


Nous avons confirmé dans un travail déja ancien [4], Pindivi- 
dualité sérologique des 3 types de Cowan et étudierons dans cette 
note la spécificité des souches types 4, 5, 6, 7, 8, 9 individualisées 
par Christie et Keogh [2]. Cette étude nous a paru indispensable 
du fait, d’une part, de l’instabilité de la composition anligénique 
de certaines de ces souches notée par Christie lui-méme [cf. 4] 
et, d’autre part, en raison de certaines divergences constatées 
entre nos résultats [3] et ceux de B. Hobbs [4] en ce qui concerne 
en particulier l'étude de agglutination directe a l’aide de sérums 
préparés a partir de ces souches. 

La vérification de la validité de ces types décrits il y a douze 
ans et peu employés depuis, s’imposait d’ailleurs lors d’une étude 
plus détaillée de la structure antigénique des staphylocoques. 
Nous nous proposons donc, dans ce travail, de rechercher s’il 
est possible d’obtenir des antisérums absorbés spécifiques de 
chacune des souches 4 49 et d’étudier les rapports pouvant 
exister entre ces souches et les souches types I, I, III. 


MAreRIEL ET TECHNIQUES. — Nous avons indiqué précédemment 
lorigine des souches étudiées et décrit les techniques utilisées 
(préparation des sérums, absorption’ et agglutination sur 
lame [4, 3, 5]) et insisterons ici sur certains points de technique 
qui nous paraissent importants. 

1° Stabilité des propriélés sérologiques. — Les souches utilisées 
dans ce travail ont été repiquées une fois par semaine pendant 
deux ans et maintenues durant cetle période a la température du 
laboratoire sans présenter de variations PEhOleg: iques  significa- 
lives. 

Il semble, toutefois, que si l’on veut conserver un grand nombre 
de souches en vue d’examens sérologiques espacés, la conserva- 


(*) Sociélé Frangaise de Microbiologie, scance du 6 novembre 1952 
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tion des souches a la glaciére ne présente pas d’inconvénient 
sérieux et permet de diminuer le nombre des repiquages. 

2° Choiz de la souche absorbante. — L’étude comparée des 
pouvoirs absorbants des souches I, II, oe Cle, Been Oro: 

actuellement en cours, nous a permis de constater que ces souches 
étaient trés inégalement actives de ce point de vue et qu’en parti- 
culier la souche I était douée d’un pouvoir absorbant nettement 
supérieur a celui des autres souches étudiées et ceci, quel que 
soit le sérum expérimenté. C’est pourquoi nous avons choisi, dans 
ce travail, d’absorber tous les sérums, a l'exception du sérum 
anti-I, par des germes desséchés du type I. L’absorption du sérum 
anti-5 a toutefois nécessité une absorption complémentaire par 
des germes II et nous y reviendrons plus loin. 

En ce qui concerne le sérum anti-I, son absorption par des 
poids égaux de chacune des autres souches nous a montré que 
la souche 8 permettait d’obtenir les résultats les plus satisfaisants, 
et c’est cette souche que nous avons utilisée. 

3° Détermination de la dilution du sérum a absorber. — Il 
apparait qu "il s’agit la d’un probleme complexe du fait de la 
variation simultanée de plusieurs facteurs. En effet, le résultat 
final de absorption semble devoir étre influencé par : 

a) Le taux relatif des agglutinines homologues et hétérologues, 
ce qui pose un probléme particulier pour chaque sérum. 

b) Le fait que l’absorption des agglutinines homologues et hété- 
rologues ne s’effectue pas dans des proportions comparables 
lorsque la dilution varie, ce qui oblige a étudier l’influence de 
la dilution sur l’absorption de chacun de ces types d’agglutinines. 

Signalons enfin qu’on est limité pratiquement dans l'étude de 
ce phénoméne avec les sérums riches en agglutinines par les 
quantités trop importantes de germes a utiliser, ce qui ne permet 
plus de récupérer une quantité suffisante de liquide aprés absorp- 
tion. 

Toutefois, on peut tirer, des résultats des trés nombreuses 
absorptions que nous avons pratiquées, une régle empirique qui 
peut se résumer ainsi : 

Lorsque la dilution du sérum a absorber croit, l’absorption des 
agelutinines hétérologues relativement a4 celle des agglutinines 
homologues décroit et il devient trés difficile d’obtenir un sérum 
spécifique. 

Cette régle empirique, que nous vérifions quotidiennement, nous 
a conduits 4 opérer de la facon suivante: nous effectuons une 
premiére absorption a la dilution de 1/50; si les résultats sont 
bons nous tentons une absorption a une dilution plus élevée sans 
dépasser pratiquement le 1/100; si, 4 la dilution de 1/50, nous 
ne pouvons éliminer les agglutinines hétérologues, nous passons 
4 la dilution de 1/25 ou 1/12,5. 
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Risuttats. — Nous donnerons tout d’abord un tableau résumant 
les résultats obtenus et représentant les caractéristiques des 
meilleurs sérums absorbés que nous ayons pu obtenir aprés de 
trés nombreux essais. 


SOUCHES TESTEES 


ANTI-SERUM 


— 


aL 
etcsocooces 


i 0 
W 0 
| 0 
4 0 
5 Pa 
6 0 
7 0 
8 0 
9 0 


Si l'on s’en tient aux résultats bruts rapportés dans le tableau, 
on constate qu’il nous a été possible d’obtenir des sérums absorbés 
spécifiques de chacune des souches étudiées et il semble, en 
conséquence, que l’on soit autorisé a conserver ces souches 
comme souchés types. 

I] n’en résulte pas cependant obligatoirement que ces souches 
ne poss¢dent a leur surface qu’un agglutinogéne spécifique el 
l'étude préliminaire des phases intermédiaires de l absorption 
montre, en effet, qu’au moins dans certains cas, il y a heu de 
conclure a Vex:stence de plusieurs agglutinogénes spécifiques. 

Nous envisagerons ces cas plus loin, mais il est nécessaire de 
faire tout d’abord certaines remarques valables pour |’ensemble 
des sérums étudiés. 


RemargueE I. — En régle générale, Vobtention d’un sérum 
absorbé spécifique d’une seule souche est rendue difficile par la 
persistance d’agglutinines hétérologues agissant sur les souches 3, 
t et 8. Cette difficulté ne doit pas surprendre si l’on considére 
les résultats de l’étude des taux d’agglutination des sérums bruts 
publiés précédemment, Nous avons en effet constaté que tous les 
sérums étudiés agglutinaient a des taux élevés ces trois souches <t 
cecl nous a amenés a émettre Vhypothése de l’existence, A Ja 
surface de chacun des staphylocoques utilisés, d’un iagglutinogéne 
commun particuliérement abondant sur les souches 3, 4 et 8. 
Quelle que soit la valeur de Vhypothése émise, il n’est done pas 
surprenant que la persistance d’agglutinines actives sur les 
souches 3, 4 et 8 constitue la principale difficulté de l’absorption 
des sérums étudiés. 
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Pratiquement, cela oblige a uliliser des quantités importantes 
de germes, si l’on veut arriver 4 des sérums réellement spécifiques, 
et il en résulte que les sérums obtenus sont en général relative- 
ment lents, c’est pourquoi, dans les études de « typing » systé- 
matique qui doivent faire suite a ce travail nous serons vraisem- 
blablement amenés, tout au moins dans un but d’orientation, a 
utiliser des sérums moins spécifiques mais plus rapides. 

D’autre part, dans certains cas relativement exceptionnels on 
constate, aprés une absorplion trés poussée, la persistance 
d’agglutinines agissant sur d’autres souches que les souches 8, 
4 et 8; l'étude de ces cas montrera que ces anomalies indiquent 
qu'il existe trés probablement plusieurs agglutinogénes spéci- 
fiques 4 la surface de la souche antigéne. 

Remargue II. — L’absorption de ces différents sérums nous 
a permis d’étendre et de confirmer un résultat établi précédem- 
ment sur trois cas, mettant en évidence le fait qu’il n’existe pas 
de proportionnalité entre la richesse en agglutinogénes d’une 
souche et sa capacité d’absorber les agglulinines hétérologues 
correspondantes. Ceci est démontré par le fait que la souche 
absorbante permettant d’obtenir le plus facilement les sérums 
absorbés spécifiques est la souche I qui n’est agglutinée qu’a des 
taux peu élevés par les différents sérums, 4 l’exception des 
sérums II et 8. 

Cette absorption parait spécifique puisque l’absorption des 
agelutinines hétérologues ne s’accompagne pas d’une absorption 
proportionnelle des agglutinines homologues, et l’explication la 
plus simple pour Vinstant est de penser qu’il existe, dans chaque 
sérum, au moins deux sortes d’agglutinines qualitativement 
différentes du point de vue de l’absorption. 


Nous envisagerons maintenant les cas de sérums qui présentent 
des particularités lors de l’absorption et entre lesquels i] est 
possible d’établir certains rapports; il s’agit, d’une part, des 
sérums anti-2 et anti-D, d’autre part, des sérums anti-I et anti-8. 

A. Cas des antisérums 2 et 5. — L’absorption ménagée de ces 
deux sérums par la souche I donne les résultats suivants. 


SOUCHES TESTEES 


ANTI-SERUMS | — 


to 
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Ces résultats sont anormaux car, au lieu d’étre géné dans 
absorption par une agglutination résiduelle vis-a-vis des 
souches 3, 4, 8, comme c’est généralement le cas, ¢’est la 
souche 5 qui reste agglutinée par le sérum anti-II et la souche Il 
qui reste agglutinée par le sérum anti-5 

L’existence de ces réactions croisées améne a poser la question 
de Videntité possible des souches II et 5 et incite, en tout cas, 
a préciser les rapports existant entre ces deux souches. L’absorp- 
tion plus poussée du sérum anti-Il par la souche I ou par la 
souche 5 ne permet pas a elle seule de résoudre ces questions 
car, dans les deux cas, on obtient un sérum agglutinant assez fai- 
blement II (+ +) et n’agglutinant plus la souche 5. 

L’absorption du sérum anti-5 par la souche I n’apporte pas 
non plus d’indication, car les deux types d’agglutinines dispa- 
raissent simultanément et il faut avoir recours, aprés une absorp- 
lion ménagée par les germes I, a une absorption complémentaire 
par les germes II pour enlever les agglutinines anti-II et obtenir 
un sérum spécifique anli-5. Le fait que l’absorption du sérum 
anti-D par les germes II permet d’enlever sélectivement les agglu- 
linines anti-Il de ce sérum autorise, d’une part, a conclure 
a Vindividualité sérologique de la souche 5, puisque nous avons 
pu obtenir un sérum absorbé spécifique, mais montre, d’autre 
part, qu'il existe dans le sérum anti-5 des agglutinines anti-Il 
spécifiques et qu’en conséquence, la souche 5 contient au moins 
les deux agglutinogénes II et 5. 

Cas des antisérums I et 8. — On retrouve avec ces deux sérums 
des problémes analogues aux précédents, mais compliqués par 
le fait que la souche I, qui est la souche absorbante de base, ne 
peut étre ulilisée qu’avec précaution puisqu’elle est susceptible 
d@iabsorber les agglutinines spécifiques I, lesquelles jouent un 
role important lors: de Vabsorption des antisérums 1 et 8. En 
effet, les résultats de Vabsorption du sérum anti-8 par les 
germes I mettent en évidence la persistance au cours des phases 
préliminaires de I’ absorption dune agglutination résiduelle anti-l 
qui ne disparait qu’aprés une absorption poussée. 

Le fait a été vérifié dans de meilleures conditions en absorbant 
le sérum anti-8 par des poids égaux de chacune des 7 autres 
souches, expériences qui nous ont montré dans tous les eas la 
persistance d’agglutinations anti-8 et anti-I tres marquée avec 
une prédominance légére pour lagglutination anti-8. I] faut. 
pour expliquer ces résultats, admettre soit l’existence d’aggluli- 
nines spécifiques anti-I dans le sérum anti-8, soit la~ présence 
Wagglutinogénes 8 A la surface de la souche I. 

I] est impossible de vérifier d’une maniére parfaitement satis- 
faisante existence dagglutinines spécifiques anti-I dans le 
sérum anti-8, car nous avons vu qu’aprés absorption ménagée de 
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ce scrum par une souche quelconque, il existait une légére prédo- 
minance des agglutinines anti-8 sur les agglutinines anti-I, et 
ceci devrait permettre d’obtenir, en continuant Vabsorption, un 
sérum anti-8 trés lent, mais spécifique sans utiliser obligatoire- 
ment la souche I. 

Or, seul l’emploi obligatoire de la souche I pour absorber les 
agglutinines anti-I du sérum anti-8 pourrait nous permettre de 
conclure avec certitude a l’existence d’agglutinines spécifiques 
anti-[ dans ce sérum car, comme on va le voir, les anomalies 
constatées dans l’absorption du sérum anti-8 peuvent s’expliquer 
par la composition antigénique de la souche I. 

Le sérum anti-I, en effet, présente, lors des phases prélimi- 
naires de labsorption, une anomalie inverse de celle constatés 
avec Je sérum anti-8, c’est-a-dire une persistance des agglutinines 
anti-8, ce qui indique une composition antigénique vraisembla- 
blement complexe. Les résultats de l’absorplion systématique 
d’échantillons de ce sérum par des poids égaux de germes des 
différentes autres souches mettent en évidence, en effet, dans tous 
les cas en dehors de celui de |’absorption par les germes 8, des 
agglutinations résiduelles I et 8 égales et trés marquées et ce 
n’est que lorsque l’on absorbe par les germes 8 qu'il est possible 
d’obtenir un sérum anti-I spécifique. Ces deux faits : agglutina- 
tions égales et marquées des souches I et 8 par le sérum anti-I 
absorbé par une souche quelconque, et absorption des aggluti- 
nines anti-8 seulement possible par action des germes 8, ne 
peuvent s’expliquer que par l’existence d’agglutinines anti-8 
dans le sérum I et permettent de conclure, en conséquence, 4a la 
présence d’agglutinogénes 8 a la surface des staphylocoques du 
type I. 

Ce résultat explique, dés lors, & lui seul les anomalies cons- 
tatées dans l’absorption du sérum anti-8 sans qu’il soit nécessaire 
de faire intervenir l’existence de deux agglutinines spécifiques 
dans ce sérum. 

La coexistence de ces deux types d’agglutinines spécifiques 
dans le sérum anti-8 reste néanmoins possible, mais de nouvelles 
recherches seront nécessaires pour élucider cette question. 

Il faut d’ailleurs noter, A ce propos, qu'il n’est pas impossible 
que l’on puisse ultérieurement déceler de minimes quantités 
dagelutinogénes spécifiques d’un type différent de celui de la 
souche étudiée en s’attachant A l’étude des premiéres phases de 
Vabsorption. Cependant la preuve expérimentale sera difficile 
a apporter, car les sérums peu absorbés présentent, comme on 
l’a vu, des réactions croisées trés marquées, vraisemblablement 
dues a l’existence d’une agglutinine commune, qui compliquent 
considérablement l’expérimentation et son interprétation. 
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RiisuMi& ET CONCLUSION. 


L’étude de la spécificité sérologique des souches de slaphy- 
locoques 4, 5, 6, 7, 8 et 9 isolées par Christie et Keogh nous 
a permis de préciser certains points de technique concernant en 
particulier le choix de la souche absorbante et Ja détermination 
de la dilution du sérum a absorber et nous a amenés aux conclu- 
sions suivantes : 

a) Chacune des souches utilisées, ainsi que les souches I, H, 
III de Cowan, permettent d’obtenir des anti-sérums spécifiques 
apres absorption et doivent en conséquence posséder au moins 
un agglutinogéne spécifique. 

b) La souche 5 présente & sa surface deux agglulinogenes spé- 
cifiques, celui de son groupe et Vagglutinogene spécifique HU. 
La souche I posséde de méme deux agglutinogénes spécifiques, 
ceux des groupes I et 8. 

c) L’existence de plusieurs egglutlinogénes spécifiques sur une 
méme souche ne peut étre démontrée que par l'étude des résultats 
de labsorption de l’antisérum préparé a partir de cette souche. 

Nous avons rencontré, en régle générale, de grandes difficultés 
pour absorber les agglutinines hétérologues anti-3, 4 et 8 de 
chaque sérum et ceci s’accorde assez bien avec l’hypothése émise 
précédemment, selon laquelle ces agglutinines correspondraient 
a un agelutinogéne commun présent chez tous les staphylocoques 
pathogénes et particuliérement abondant 4 la surface de ces trois 
souches. 

Nous avons enfin, au cours de ce travail, penara le défaut de 
proportionnalité existant entre le pouvoir absorbant dune souche 
et sa richesse en agglutinogéenes correspondants. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 6 Novembre 1952. 


Présidence de M. GASTINEL. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine: Le nom du D* Nataf est associé avec celui de Cuénod 
\ Ja clinique et a | expérimentation en matiére de trachome. Depuis 
vingt ans, Roger Nataf poursuit & Tunis des recherches sur le trai- 
tement du trachome comme sur sa transmission et son étiologie. Aussi, 
nul n’était plus qualifié que lui pour écrire ce livre qui est, en fait, 
un véritable traité du trachome (1). 

L’auteur étudie successivement |historique, 1’épidémiologie, la symp- 
tomatologie, les formes cliniques du trachome et leurs complications, 
le diagnostic différentiel et le pronostic, l’anatomie pathologique, 
Pétiologie, la physiopathologie de cette affection. Les cliniciens et les 
épidémiologistes trouveront dans les chapitres exposant le traitement 
médical, les interventions chirurgicales et la prophylaxie du trachome, 
les notions les plus récentes sur les mesures 4 opposer a cette redou- 
table affection. Les gens de laboratoire liront avec un intérét parti- 
culier le chapitre X ot sont rapportées en détail les recherches expé- 
rimentales ; la question du « virus » trachomateux, ses relations avec 
les rickettsies et les corpuscules rickettsoides, les essais de culture 
dans le pou, de cultures tissulaires ou dans |’ceuf de poule, les essais 
de transmission aux animaux, représentent l’un des aspects les plus 
intéressants d’une question si longtemps obscure et les voies d’ou 
sortira un jour la solution définitive. Un dernier chapitre rassemble 
une bibliographie copieuse de la question, classée par ordre alphabé- 
tique des noms d’auteurs. 

Clairement rédigé et abondamment illustré, le livre est agréable 
a lire et A consulter. La compétence de l’auteur et le soin minutieux 
qu’il a apporté a la rédaction de l’ouvrage en garantissent la qualité. 
Il sera désormais impossible d’étudier le trachome, du point ¢e vue 
clinique comme du point de vue expérimental, sans se référer au livre 
de R. Nataf, qui d’ores et déjé prend rang parmi les grands classiques. 


(1) A. Narar. Le Trachome. Historique. Clinique. Recherches expérimen- 
tales. Thérapeutique. Prophylavie, Masson, édit., Paris, 1952. 
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SUR LE TYPE H/KOJIMA DU VIBRION CHOLERIQUE 
par J. GALLUT. 


(Institut Pasteur.) 


On sait qu’d cété des deux types principaux et bien définis de Vibrio 
cholerae : Ogawa et Inaba, il s’en trouve un troisiéme : Hikojima. 
Décrit par Nobechi, en 1923 [4], sous le nom de type intermédiaire, 
il constituerait, d’aprés cet auteur, « un stade de passage durant une 
mutation entre les deux premiers types, survenant peut-étre dans la 
yésicule biliaire des porteurs de germes ». En milieux artificiels, la 
stabilité des trois types est généralement admise ; toutefois l’adjonction 
AX ces milieux de sérums monovalents homologues peut provoquer cette 
mutation in vitro, avec plus ou moins de succés. Shrivastava et Bruce 
White [2] ont transformé ainsi 10 vibrions Ogawa en Inaba, 4 vibrions 
Hikojima sur 8 en Ogawa ; par contre 8 vibrions Inaba se sont montrés 
stables en présence de leurs antisérums. 

Le qualificatif d’intermédiaire du type Hikojima répond a la formule 
antigénique de ce vibrion qui contient en effet, outre l’antigéne fonda- 
mental A, 4 la fois les antigénes B et C caractérisant respectivement les 
vibrions Ogawa (AB) et Inaba (AC (1). Toutefois, il semble bien que les 
proportions de ces antigénes ne soient pas égales ; on constate effecti- 
vement le plus souvent un taux d’agglutination spécifique de B supé- 
rieur au taux de C (2). : 

Bien que pratiquement le type Hikojima montre en milieux artificiels 
_une stabilite comparable a celles des types Inaba et Ogawa, on pouvait 
se demander si les souches réagissant & la fois, quoique inégalement, 
avec les sérums B et C étaient bien constituées par des éléments 
possédant tous ces mémes caractéres au méme degré, ou si l’on pouvait 
retrouver dans leur descendance une majorilé d’éléments du_ type 
Ogawa mélée a une minorité d’éléments du type Inaba. 

Nous avons essayé de répondre a cette question en prélevant sur 
différentes souches Hikojima un certain nombre de vibrions pris isolé- 
ment au moyen du séparateur de Hauduroy [4]. Basé sur le principe 
des aérosols, cet appareil est susceptible, d’aprés son auteur, de rem- 
placer dans certains cas les micromanipulateurs. I] permet trés aisé- 
ment de prélever sur un milieu solide en boite de Petri des colonies 
séparées provenant chacune d’un germe unique véhiculé par une 
seule gouttelette de 1’aérosol. 


qd) s’agit dans ve travail exclusivement des facteurs « O », les seuls 
considérés comme spécifiques de V. cholerae ; toutefois, nous ne tenons 
pas compte des facteurs accessoires (D, E, F.....M) de Burrows, ceci-uni- 
quement dans un but de simplification. 
_(2) D’aprés KaurrMann {3] le type Ogawa partagerait avec le type Hiko- 
jima cette particularité & un degré plus marqué encore, ce qui conduirait 
a un type unique Ogawa-Hikojima de formule AB (C). 
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Chaque souche a donc été soumise A l’action du  séparateur de 
maniére 4 fournir une série de 20 A 30 descendances dérivant chacune 
<l’un des germes isolés. ‘ 

Les tests d’agglutination ont été pratiqués sur chacune des souches 
dlescendantes en employant les deux méthodes d’agglutination macros- 
copique en tubes (aprés séjour de deux heures au bain-marie 4 52° et 
une nuit a la température ordinaire) et sur lame. 

Les vibrions utilisés étaient des trois types, les vibrions Ogawa et 
Inaba servant de contréle de la méthode employée. Ils se répartissaient 
comme suit : 

a) Ogawa : 41 et 41 b (National Institute of Health, Bethesda) 41 (Haff- 
kine Institute, Bombay). 

b) Inaba : 35, 3543, 35 b (N. I. H.). 

c) Hikojima : Shanghai 3, Saigon 1046, El Tor 4, El Tor 47 (3). 

Résultats : a) et b), souches Ogawa et Inaba; les éléments isolés a 
partir de chacune des souches de ces deux types se sont comportés exac- 
tement dans leur totalité comme la souche originelle ; c’est-d-dire que 
nous n’avons pas trouvé trace de facteurs C dans la descendance Ogawa 
ni de facteurs B dans la descendance Inaba. 

c) Souches Hikojima : 3 souches sur 4 ont montré une descendance de 
formule antigénique identique a celle de la souche originelle, démon- 
trant ainsi leur homogénéité et leur stabilité. 

Par contre, la souche Shanghai 3 nous a fourni 4 la premiére sépa- 
ration une descendance mixte comprenant une proportion de 17 p. 100 
en Hikojima ct 83 p. 100 en Ogawa. Une deuxiéme séparation effectuée 
sur une des colonies Hikojima provenant de la premiére séparation, nous 
a fourni une descendance mixte comprenant alors une proportion 


Formul:3 antigénique des souches avant et aprés passage 
par le séparateur de Hauduroy. 


ES EL DD AED OCC LLL ACCA AS ALLE ARES 4 


: APRES APRES APRES 

SOUCHES aa Ja premiére la deuxiéme la troisiéme 

onigiuclie séparation séparation séparation 
ANG Hs ey . AB AB 100 p.100}AB 100 p. 100} AB 100 p. 100 
A Diels Hike. os % AB AB 100 p.100}AB 100 p. 100} AB 100 p. 100 
BAWIENS Wise se cw ees AB AB 100 p. 100] AB 100 p. 100) AB 100 p. 100 
Bey uN biel wor gee AC AC 100 p.100}AC 4100p. 100) AC 100 p. 100 
ASS INisI Als 5: AC AC 4100 p.100} AC 4100p. 100] AC 100 p. 100 
so DENolsHer 20: AC AC 100 p: 100} AC 100 p.100} AC 100 p. 100 
Shanghai 3... .| ABC | ABC 1417p. 100] ABC 80 p. 100] ABC 100 p. 100 

AB 83p. 100; AB 20 p. 100 

{ Saigon 1046. . . ABC ABC 100 p. 100 | ABC 100 p. 100 ABC 100 p. 100 
Borers 2... ABC ABC 100 p. 100 | ABC 100 p. 100 | ABC 100 p. 100 
BMtor 475-2 =| ABC AAC 100 p. 100 | ABC 100 p. 100 | ABC 100 p. 100 


(3) Nous avons utilisé quelques vibrions @El] Tor, car leur constitution 
antigénique est identique 4 celle de V. cholerae. 
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de 80 p. 100 en Hikojima et 20 p. 100 en Ogawa. Une troisieme sépa- 
ration effectuée sur une des colonies Hikojima provenant de la deuxiéme 
séparation, nous a donné enfin une descendance homogéne ne 
comprenant que des Hikojima. 

Les résultats complets de nos expériences figurent dans le tableau 
ci-contre. 


Discussion et conclusions. — Nos expériences nous permettent de 
conclure & la réalilé du type Hikojima. Les vibrions de ce type se sont 
comportés, pour la majorité des souches utilisées, avec la méme stabilité 
que les vibrions des deux autres types. Il s’agit donc bien d’un type 
particulier possédant en propre les deux facteurs B et C, et non point 
d’un mélange d’Ogawa et d’Inaba. 

Toutefois, le cas de la souche Shanghai 3 montre que la stabilité du 
type intermédiaire peut étre rompue en faveur d’un type plus simple : 
Ogawa dans notre expérience ; mais le retour au type intermédiaire s’est 
effectué, méme dans ce cas, spontanément et rapidement. 

L’équipement antigénique du vibrion Hikojima étant cependant géné- 
ralement plus riche en facteur B qu’en facteur C, il est possible que 
Vappauvrissement antigénique total d’une partie de Ja descendance de 
ce vibrion suffise 4 expliquer Ja transformation en type “Ogawa (AB) 
que nous avons obscrvée. 

Ajoutons enfin, en ce qui concerne le type Ogawa lui-méme, que nos 
résultats ne permettent pas d’accepter sans réserves la formule proposée 
par Kauffmann [3], soit AB (C) : les souches que nous avons testées ne 
contenaient en effet ni a Vorigine, ni dans leur descendance, aucun 
facteur C décelable, méme en adoptant pour leur culture la température 
de 20° préconisée par cet auteur. 

En résumé, l’examen antigénique de vibrions cholériques et d’E1 Tor 
isolés par le « séparateur » de Hauduroy, a permis de confirmer la réalité 
et la stabilité du type Hikojima ou intermédiaire (ABC) : celui-ci ne 
saurait étre confondu avec le type Ogawa (AB) chez lequel le facteur C 
n’a pas pu étre mis en évidence dans les mémes conditions. 
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ACTION DE L’HYDRAZIDE DE L’ACIDE ISONICOTINIQUE 
SUR LE RAT INFECTE 
PAR LE BACILLE DE STEFANSKY 


par kt. CHAUSSINAND, M. VIETTE et 0. KRUG. 


(Institut Pasteur. Service de la Lépre.) 


Jusqu’d présent, les essais de traitement des rats infectés par le 
bacille de Stefansky, entrepris par de nombreux expérimentateurs, se 
sont révélés inefficaces. Seuls, Mauri, Hadler et Carvalho [4] ont constaté 
une survie importante et une régression des lésions chez des rats ino- 
culés par voie intrapéritonéale et traités chaque jour, pendant huit 
a dix-huit mois, 4 raison de 42 mg environ de diamino-diphényl-sulfone 
mélangés a la nourriture. Tous les essais que nous avons effectués avec 
différents produits de 1949 & 1952, en collaboration avec C. Paris, ont 
donné des résultats négatifs. 

Nous utilisons pour notre expérimentation des rats blancs adultes, 
pesant 100 4 120 g, préalablement vaccinés contre la maladie de Danysz. 
Ces animaux sont infectés par l’injection, dans le tissu sous-cuitané de 
laine droite,’*de 1 cm*® d’une suspension de bacilles de Stefansky 
obtenue en broyant dans 10 cm® d’eau physiologique une lésion d’ino- 
culation non ulcérée d’environ 2 4 3 cm de diamétre. Cette lésion est 
prélevée sur des rats nous servant a la conservation de la souche de 
bacilles de Stefansky. Une goutte de cette suspension bacillaire contient 
une quantité innombrable de germes. 

L/infection ainsi provoquée se développe suivant un processus toujours 
identique. Vers le troisieme mois, il se constitue au point d’inoculation 
une tuméfaction sous-cutanée, arrondie, saillante, nettement palpable 
qui atteint vers le cinquiéme mois 2 4 3 cm de diamétre et 0,5 4 1 cm 
d’épaisseur. La partie centrale de la lésion se caséifie et celle-ci s’ouvre 4 
l’extérieur entre le quatriéme et le sixiéme mois. D’autre part, l’infection 
se généralise progressivement dans l’organisme par voie lymphatique. 
Dés les premiéres semaines, le ganglion inguinal droit, tributaire du 
point d’inoculation, est envahi. On trouve ensuite, vers le deuxiéme ou 
troisitme mois, des bacilles dans le ganglion axillaire droit. Puis, |’in- 
fection gagne le ganglion axillaire gauche et enfin le ganglion inguinal 
gauche. Le foie et la rate sont atteints plus tardivement, vers le septi¢me 
ou huiti¢me mois. Il est donc facile de suivre l’évolution de |’infection 
et de constater l’action éventuelle d’un traitement en se fondant sur le 
retard qu’il provoque dans l’apparition des lésions ou sur l’arrét de 
la dissémination des germes dans le systéme lymphatique. Pour cette 
raison, nous préférons l’inoculation sous-cutanée a la voie intrapéri- 
tonéale, la progression des lésions que celle-ci entraine étant, en effet, 
beaucoup plus difficile 4 apprécier. 

Dans tous nos essais, les animaux inoculés sont traités, six jours sur 
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sept, une fois par jour. Nous avons expérimenté les produits suivants : 
succinyl-sulfone (10 mg par jour), diasone (7,5 mg), sulphétrone (387 mg), 
diamino-diphényl-sulfone (4 mg), thiosemicarbazone (20 mg), acide 
ascorbique (66 mg), acide para-amino-salycilique (400 mg), extrait 
alcoolique de Piptadenia africana (25 mg), réductone (66 mg), savon de 
Chaulmoogra (7,5 mg) seul ou en association avec la sulphétrone ou la 
diamino-diphényl-sulfone. 

Ces différents produits ont été administrés per os dés le lendemain 
ou le surlendemain de l’inoculation, pendant six mois, 4 l'exception 
de la succinyl-sulfone qui a été injectée par voie sous-cutanée. Pour le 
traitement per os nous utilisons une fine sonde métallique montée sur 
une seringue. Ce procédé permet d’administrer réguliérement a chaque 
animal une dose précise. Chaque produit est expérimenté sur 15 rats ; 
5 autres rats, inoculés de la méme fagon et en méme temps, servent de 
iémoins. 

Tous les produits que nous venons d’énumérer se sont révélés inactifs. 
Les animaux traités ont présenté des lésions identiques 4 celles des 
témoins et cela dans les mémes deélais. 

En mars 1952, les laboratoires Roche ayant mis gracicusement a 
notre disposition une quantité importante d’hydrazide de |’acide isonico- 
tinique (INH), nous avons décidé d’expérimenter ce nouyeau produit 
dans la Jépre humaine et dans la maladie de Stefansky. Les résultats 
notés dans le traitement des lépreux seront présentés ultérieurement. 

Pour les essais de traitement de la maladie de Stefansky, nous avons 
expérimenté INH sur trois lots de 15 rats, 5 animaux de chaque lot 
étant réservés comme témoins. é 

Les animaux du lot I ont été inoculés avec 1 cm*® d’une suspension de 
hacilles de Stefansky provenant du broyage dans 10 cm’ d’eau physio- 
logique de la lésion d’inoculation d’un rat infecté cinq mois aupa- 
ravant. Une goutte de cette suspension contient une quantité innom- 
brable de germes. Le traitement a débuté dix-sept jours aprés l’ino- 
culation. 

Les rats du lot If ont été inoculés avec 1 cm* d’une suspension plus 
pauvre en germes (indice 153 au photométre de Vernes), dont une 
goutte montrait, aprés coloration au Ziehl, 30 4 40 bacilles par champ 
microscopique. Le traitement de ces animaux a été entrepris le lende- 
main de |’inoculation. 

Les animaux du lot III, infectés avec 1 cm* d’une dilution au 1/10 
de la suspension précédente (3 4 5 bacilles par champ) ont été traités 
également le lendemain. 

La dose quotidienne adoptée les premiers jours était de 0,5 mg 
@INH pour chaque animal. Elle a été augmentée progressivement 
jasqu’a 0,75 mg pour la moitié des animaux des trois lots et A 1 mg 
pour l’autre moitié. 

Ce traitement a été trés bien supporté. Les animaux présentaient 
méme un meilleur état général qu’avant l’expérimentation. Toutefois, 
au bout de quatre mois, les animaux traités A la dose forte (1 mg) 
paraissant fatigués, le médicament ne leur a été administré ultérieu- 
cement que cing jours sur sept. 

Aprés sept mois d’expérimentation, tous les témoins montrent des 
lésions au point d’inoculation, L’importance de ces lésions différe selon 
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la quantité de germes inoculés. Les animaux qui ont recu les doses 
forte et moyenne présentent des lésions d’inoculation ulcérées. Les 
témoins inoculés 4 dose faible portent tous, au point d’inoculation, des 
lésions palpables dont le volume atteint celui d’une noisctte chez trois 
d’entre eux. 

A Jlautopsie, les ganglions inguinaux et axillaires droits sont 
augmentés de volume. Les frottis montrent la présence de bacilles 
acido-alcoolo-résistants dans les ganglions inguinaux ect axillaires droits 
et gauches. La maladie a donc suivi, chez les témoins, son cours 
normal : formation au point d’inoculation d’une lésion volumineuse, et 
propagation par les voies lymphatiques. 

Au contraire, aucun des rats traités ne présente cliniqguement de 
lésion aprés six mois et demi & sept mois de traitement. La recherche 
des bacilles de Stefansky, sur des frottis de tissus effectués chez 6 ani- 
maux sacrifiés, ne s’est montrée positive qu’au point d’inoculation 
(quelques rares bacilles) et dans le ganglion inguinal droit tributaire, 
qui était augmenté de volume. 

Des examens histologiques pratiqués par P. Destombes et G. Degest 
chez trois animaux traités 4 1 mg par jour ont indiqué 


Rat inoculé a dose forte : (1 cm? dune suspension extrémement riche 
en germes). Présence dans le ganglion inguinal droit de plages claires, 
constituées de cellules épithéloides jeunes et renfermant de nombreux 
bacilles acido-alcoolo-résistants, assez mal colorés, certains granuleux. 

Présence dans les espaces intermusculaires proches du point d’inocu- 
lation de petites formations lymphoides, contenant de rares bacilles. 

D’autre part, l’examen histologique du ganglion axillaire droit en a 
montré Vintégrité. 

Rat inoculé a dose moyenne : (1 cm’ d'une suspension dont I goutte 
contient 30 a 40 bacilles par champ). 

Aspect identique du ganglion inguinal droit, tributaire du point d’inocu- 
lation. Bacilles un peu moins’ nombreux. 

Ganglion axillaire droit: normal. 

Dans le muscle: formations lymphoides moins importantes. 

Rat inoculé a dose faible (1 cm? d'une suspension dont I goutte contient 
3 a5 bacilles par champ). 

Aspect identique du ganglion inguinal droit. Bacilles bien moins nombreux. 

Formations lymphoides dans le muscle, tres rares. 

Ganglion axillaire droit : normal. 


La quantité de bacilles vus dans les coupes histologiques semble 
proportionnelle au nombre de bacilles injectés. Il nous est actuellement 
impossible d’établir si les bacilles trouvés dans les lésions histologiques 
sont vivants ou non. Les résultats plus éloignés de cette expérimen- 
tation nous l’apprendront. 

La réaction d’hémagglutination de Middlebrook-Dubos a été pratiquée, 
avec l’antigeéne préparé 4 partir de bacilles de Koch, chez 6 rats: un 
témoin et un animal traité 4 1 mg de chaque série d’inoculation. 
L’hémagglutination a été positive chez les témoins, aux dilutions de 1/8 
pour les rats inoculés & dose forte et moyenne, 1/2 pour le rat 
inoculé a4 dose faible. Chez les 3 rats traités, | hémagglutination a été 
négative. 
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CoxcLusion, — 30 rats inoculés par voie sous-cutanée depuis six mois 
et demi a sept mois avec 1 cm* de suspensions de bacilles de Stefansky 
ont été traités per os, de vingt-quatre heures A dix-sept jours apres 
inoculation, & raison de 0,75 mg & 1 mg par jour d’hydrazide de lacide 
isonicotinique. 

Les animaux trailés n’ont présenté aucune lésion clinique. Les 
examens histologiques ont montré de minimes altérations au point 
d’inoculation et dans le ganglion inguinal tributaire qui contenait de 
rares bacilles altérés. 

Quinze témoins, inoculés en méme temps et aux mémes doses ont 
présenté la maladie classique : lésion d’inoculation importante et propa- 
gation massive de linfection par les voies lymphatiques. 

L’intérét de ce résultat réside dans le fait qu’aucun antibiotique ou 
produit chimique n’a pu jusqu’ici, chez l’animal infecté par le bacille 
de Stefansky, s’opposer a Ja formation d’une lésion clinique et a la dissé- 
mination bacillaire par yoie lymphatique. 
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REACTION DE MIDDLEBROOK-DUBOS 
CHEZ LE RAT INFECTE PAR LE BACILLE DE STEFANSKY 
AVEC UN ANTIGENE EXTRAIT DU BACILLE DE KOCH 


(NOTE PRELIMINAIRE) 
par M. VIETTE. 


(Institut Pasteur. Service de la Lépre.) 


La réaction de Middlebrook-Dubos pour la tuberculose a été appliquée 
dans la lépre et dans des infections provoquées chez l’animal par 
différents bacilles acido-alcoolo-résistants. Nous avons pensé intéressant 
de l’étudier chez le rat infecté par le bacille de Stefansky. 


Tecanigue. — L’absence de culture du bacille de Stefansky ne per- 
metlant pas de préparer un antigene spécifique, nous avons utilisé 
l’ « Antigéne pour la réaction d’hémageglutination dans la tuberculose » 
préparé par J. Bretey. Cet antigéne est constitué par des polyosides 
extraits du bacille de Koch. Nous nous sommes servi d’hématies 
mouton comme support de J’antigéne. 

Au cours de l’expérimentation il est apparu impossible d’obtenir une 
quantité suffisante de sang sur |’animal vivant, Aussi avons-nous procédé 


de 
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de la maniére suivante : dés que l’animal est sacrifié, la peau du thorax 
est incisée et réclinée et les cétes sont sectionnées de facon a pratiquer 
un volet qui est rabattu, en évitant d’effondrer le diaphragme. On 
sectionne les gros vaisseaux qui arrivent au coeur. Le sang s’écoule dans 
la cavité thoracique, qui constitue une cuvette, et est recueilli avec une 
pipette. On obtient ainsi en moyenne 1,5 cm® de sérum, apres centri- 
fugation. Celui-ci est utilisé de la méme facon que le sérum humain :‘ 
dilution de moitié dans l’eau physiologique, inactivation par chauffage 
4 56° pendant trente minutes, saturation des agglutinines anti-mouton 
i deux reprises. 

La technique de la réaction est maintenant classique : 

Mise en contact 4 37°, pendant deux heures, dans une série de tubes 
a hémolyse, de 0,4 cm*® de suspension d’hématies sensibilisées avec 
0,4 cm® de dilutions de sérum de raison 2. La lecture définitive est 
faite vingt-quatre heures apres la sortie de I’étuve, les tubes restant 


y 


dans cet intervalle & la température du laboratoire. 


R&ésuttats. — Dans le tableau I sont rassemblés les résultats obtenus 
chez 15 rats inoculés par voie sous-cutanée, depuis deux mois & six mois 
et demi, avec 1 cm? d’une suspension de bacilles de Stefansky, suspen- 
sion dont I goutte étalée et colorée au Ziehl montre une quantité 
innombrable de bacilles. 


TaBieau |. 


N° DU RAT INOCULATION DATANT DE HEMAGGLUTINATION 


—— 


4/416 
4/4 
6 mois 1/2. 1/4 
4/2 
4/4 


1/16 


5 mois. 


2 mois. 


On constate que V’hémagglutination a été obtenue avec une dilution 
maximum de 1/16. Chez 3 rats inoculés, la réaction a été totalement 
négative. La dilution maximum du sérum, qui proyoque une 
hémagglutination, apparait variable parmi les animaux d’un méme 
lot et semble indépendante de la date d’inoculation. ; 

Chez 10 rats témoins, non inoculés, la réaction a été négative. 

D’autre part, la réaction a été pratiquée chez 3 rats inoculés par 
voie sous-cutanée, depuis six mois, avec 1 cm* de suspensions de 
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richesse différente. Une goutte de chaque suspension étalée et colorée 
au Ziehl montrait, dans la premiére une quantité innombrable de 
germes, dans la seconde 30 & 40 bacilles par champ, dans la troisiéme 
3 45 bacilles par champ. Chez ces 8 rats, qui servaient de témoins 
dans une autre expérience [4], l’hémagglutination a été positive 
respectivement A 1/8, 1/8 et 1/2, c’est-a-dire proportionnelle dans une 
certaine mesure 2 la dose d’inoculation. Chez 3 rats, inoculés de la 
méme facon et trailés depuis cing mois et demi A raison de 1 mg par 
jour d’hydrazide de l’acide isonicotinique et n’ayant pas présenté clini- 
quement de lésion, la réaction a été négative (tableau II). 


TABLEAU Ji. 


RATS INOCULES DEPUIS 6 MOIS ‘ 
par voie sous-culanée avec 1 cm dune suspension NEMAGGLUTINATION 
dont I goutte contient 


Témoin: 
Traité. 


i Quantité innombrable de bacilles 


re 30 & 40 bacilles par champ Ue tee 


Traitée. 


Se 


Ge 245 bacilles par champ UL 


) Traité. 


ConcLusion. — La réaction d’hémaggtutination, pratiquée avec l’anti- 
gene polyosidique extrait du bacille de Koch, a montré dans 15 cas 
Ja présence d’anticorps parmi 18 rats inoculés par voie sous-cutanée, 
depuis deux mois 4 six mois et demi, avec différentes suspensions de 
bacilles de Stefansky, alors que la réaction était négative chez 10 rats 
neufs et chez 3 rats inoculés et traités 4 hydrazide de l’acide isonico- 
Linique. 

Le fait que des rats infectés par le bacille de Stefansky présentent 
des anticorps réagissant avec un antigene extrait du bacille de Koch 
est un nouvel argument en faveur de la parenté de ces deux germes. 
Toutefois le taux maximum de 1/16 est trés faible par rapport aux 
taux obtenus par différents auteurs et par nous-méme avec des sérums 
humains de tuberculeux [2] ou de lépreux [3, 4, 5]. On ne peut dire 
actuellement si la faiblesse de ce taux provient d’une différence de 
constitution antigénique assez grande entre le bacille de Stefansky et 
le bacille de Koch, ou plutét de lVincapacité du rat A élaborer un 
taux élevé d’anticorps. 
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INHIBITION DU VIRUS DE LA MOSAIQUE DU TABAC 
PAR LE POLYOSIDE CAPSULAIRE 
DE 7ORULOPSIS NEOFORMANS 


par L. HIRTH et E. DROUHET. 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie végétale et de Mycologie.) 


Takahashi [4, 2] a montré que le virus de la mosaique du_tabac 
peut étre inhibé par un polyoside extrait de la levure. Drouhet, 
Segretain et Aubert, ayant isolé et purifié un polyoside provenant 
dune levure pathogéne pour l’homme, Torulopsis neoformans [3], 
nous avons entrepris d’étudier le pouvoir inhibiteur éventuel de cette 
substance vis-a-vis du virus de la mosaique du tabac tout en le com- 
parant a4 celui d’autres polyosides. 

La technique employée est celle qui a déja été exposée par lun 
d’entre nous dans un précédent mémoire [4]. Le virus purifié est 
additionné d’un égal volume de la solution dont on se propose 
d’étudier l’action, le témoin étant constitué par un volume de virus 
étendu d’un volume d’eau bidistillée. Le titrage de l’activité du virus 
a &té effectué suivant la méthode classique des lésions locales obtenues 
sur Nicotiana glutinosa. 

Dans une premicre série d’expériences, nous avons utilisé une solu- 
tion purifiée et concentrée de virus que nous avons diluée au 1/5 
et au 1/10. Nous avons additionné 1 cm* de chacune de ces prépa- 
rations de 1 cm? d’une solution 4 5 p. 1000 du polyoside capsulaire 
de T. neoformans (1). Les solutions sont laissées pendant vingt-quatre 
heures A la température du laboratoire. Les résultats obtenus ont été 
les suivants (moyenne de 5 mesures) : 


Tabieau I. 


NOMBRE DE LESIONS PAR DEMI-FEUILLE 


Virus + polyoside 7. n. Virus + eau distillée 


Mirusrdilucsauioy 58 412 
Virus dilué au1/10.... 24 58 


ae 


A la concentration de 5 p. 1000, le polyoside exerce done une inhi- 
bition nette sur le virus de la mosaique du _ tabac. 


(1) Il ne nous a pas été possible d’employer des solutions plus concentrées, 
car le polyoside utilisé est peu soluble et 5 p. 1000 représentent le maximum 
de concentration qu’il nous a été possible d’obtenir. 
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Dans une seconde série d’essais, nous avons tenté de voir si l’acti- 
vité du polyoside était affectée par les variations du pH. Les résultats 
sont consienés dans le tableau suivant 


Tasceau Il. 


NOMBRE DE LESIONS PAR DEMI-FEUILLE 


pl 3,0 pl 6,2 | pH 8,5 (1) 


Virus + eau distillée. . . . 22 45 | 
Virus + polyoside T.n. . 


(1) Les résultats 4 pH 8,5, sont explicables par le fait que le virus de la mosaique est 
trés sensible a l’action des alcalins. Le contact de 24 heures a pI 8,5 provoque Vinhibition 
totale du virus. 


I] ressort de cetle expérience que l’activité du polyoside étudié est 
sensiblement plus grande aux pH bas qu’aux pH relativement Clevés. 

L’activité du polyoside capsulaire de T. neoformans a été ensuite 
comparée & celle de quelques polyosides “comme l’amidon, le glycogéne 
et Vinuline. Ces trois derniers corps ont été employés a des concen- 
trations égaies et supérieures a celles qu'il nous était donné d’atteindre 
avec notre polyoside capsulaire. Le tableau HI exprime nos résultats. 


Tasceau III. 


NOMBRE DE LESIONS 
par demi-feuiiles 


Numeéralcur virus + polyoside 
Dénominateur : virus + eau distillée 


: Ss ) virus non dilué.... 425/118 
Amidon a5 p. 100 | virus dilué au 1/3... 55/48 

P Fe fe virus non dilué. . . 427/140 
EE Re Oe LO) virus dilué au 1/5. . 45/44 

ra {virus non dilué. .. . 413/124 
Inuline a5 p. 100) Virus dilué au 1/3. . 39/44 


virus non dilué. . . 220 /222 


Inuline a 5 p. 4 000 virus dilué au 4/5. , 466/167 


aS yee { virus non dilué . . 46/103 
Glycogéne a 5 p. 100) virus dilué au 4/5 . 39/85 
et te Hs )vrus non dilué. . 197/230 
Glycogene a5 p. 1 000) virus dilué au 4/3 171/184 

Polyoside de { virus non dilué. 54/105 
T. néoformans 45 p. 1000 virus diluéau 1/5. 30/62 


et AER ARTE A ARE EASE ESTES IRSA ES A 


De la lecture de ce tableau, il ressort nettement que des trois 
polyosides essayés par comparaison, seul le glycogene semble doué 
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d’une certaine activité ; encore convient-il de remarquer que cette 
activité ne se manifeste qu’i des concentrations trés sensiblement 
plus élevées que celle du polyoside capsulaire qui est actif A des 
concentrations dix fois moindres. Ces résultats sont A rapprocher de 
ceux de Guelin[5], cet auteur ayant travaillé sur le bactériophage 
et avec des concentrations en polyosides trés sensiblement supérieures 
aux notres. ; 

Devant ces résultats, il nous a paru intéressant d’essayer de com- 
prendre le mécanisme de l’inhibition du virus par le polyoside capsu- 
laire de T. neoformans. Takahashi ([2] avait déja montré que le 
polyoside utilisé par lui n’entrainait par sa présence aucune modifica- 
tion de Vimage électronique du virus, ni de son point isoélectrique. 
Il nous a alors paru intéressant de vérifier si le pouvoir antigénique 
du virus était modifié par la présence du polyoside capsulaire de 
T. neoformans. A cet effet, nous avons utilisé la méthode sérologique 
classique en nous inspirant des modifications apportées par Limasset [6]. 

Trois lots de lapins ont été constitués. Le premier lot a été inoculé 
avec du virus auquel on a ajouté un égal volume d’eau physiologique. 
Le deuxiéme lot a été inoculé avec du virus additionné d’un égal 
volume de polyoside dissous dans l’eau physiologique. Le  troisi¢me 
lot a été inoculé avec du polyoside additionné d’un égal volume d’eau 
physiologique. 

Le sérum de ces lapins additionné du virus de la mosaique 
du tabac a donné les réactions de précipitation consignées dans le 
tableau IV. 


Tasieau LV. 


LAPINS INOCULES AVEC 
DILUTIONS 
da sérum (1) 
Virus + cau | Virus 4+ polyoside 7. n.|Polyoside 7. n. + eau 

WPQ3c araF SPSESE = 
5/509 ae seats 3 
4/4100 . =F 35 = 
4/200 . = == = 


(1) Le nombre de signes + indique l’abondance du précipité. 


Dans une deuxieme série d’essais sérologiques, nous avons pris la 
précaution de laisser en contact pendant vingt-quatre heures le 
polyoside et le virus & pH 3,0; les témoins étaient traités de méme. 
Au moment de Vinoculation des lapins, le pH était ramené 4 7,0. 
Aucune altération du pouvoir antigénique du virus n’a non plus été 
constatée dans ce cas. 

Il résulte de ce qui précede que le virus de la mosaique du tabac 
est inhibé par le polyoside capsulaire de T. neoformans beaucoup plus 
fortement que par l’amidon, l’inuline et le glycogene, ce dernier 
manifestant cependant un net pouvoir inhibiteur. La composition du 
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polyoside capsulaire est différente de celle des autres polyosides 
testés [3]. Il comprend, en effet, du xylose et du mannose lié & un 
acide uronique. Peut-étre y a-t-il un rapprochement a faire entre le 
haut pouvoir inhibiteur du polyoside capsulaire et sa composition 
chimique bien particuliére. 
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ISO-IMMUNISATION 
VIS-A-VIS DE L’ANTIGENE «e », SOUS-GROUPE 
DU SYSTEME RHESUS 


par P, SPEISER. 


Unstitut d’Analomie pathologique. 
Université de Vienne, [Professeur H. Curari].) 


C’est en 1945 que Mourant a mis en évidence, le premier, une agglu- 
linine de type anti-e (hr’’) dans le sérum d’un malade polytransfusé. 
Ce résultat confirmait lhypothése élaborée par Fisher sur |’hérédité 
des antigénes du systeme Rhesus. 

Wiener et Peters ont décrit, en 1948, un deuxi@me cas d’agglutinine 
anti-e chez une femme polytransfusée. Un troisiéme cas a été publié 
par Chevalley, Moullec et Bourel, en 1948, et concerne une fillette de 
12 ans, polytransfusée. Dahr et Knuppel ont signalé, en 1949, un autre 
exemple de cet anticorps rare, chez une femme pour laquelle on avait 
pensé, a l’avance, a J’existence d’une agglutinine irrégulitre aprés 
avoir effectué l’épreuve biologique pré-transfusionnelle. 

A ces 4 cas, il convient d’ajouter celui étudié par Race, Sanger et 
Selwyn. Ces auteurs ont mis en évidence chez une femme qui avait 
eu trois grossesses, avec un enfant atteint de maladie hémolytique, 
l’existence simultanée de 38 anticorps: anti-C, anti-c et anti-e. La 
simultanéité de lapparition des agglutinines anti-G et anti-c chez 
un méme individu permet de supposer l’absence de ces deux anli- 
genes chez ce sujet. Les auteurs ont pensé a l’existence d’une délétion 
chromosomique, la constellation Rhesus, chez ce sujet, étant repré- 
sentée par la formule suivante : D —/— D 

Nous pensons présenter le sixiéme cas d’agglutinine anti-e connu. 
Le sang contenant cet anticorps provenait d’une malade H. H..., Agée 
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de 50 ans, hospitalisée pour sclérose en plaques dans le Service de 
Neurologie Rosenhiigel, & Vienne (Service de Neurologie, n° 2 
Priv. Doc. D® Dal Bianco), Le sang de cette malade avait été adressé 
au laboratoire pour détermination du groupe sanguin et du facteur 
Rhesus, en vue d’une transfusion pour traiter son anémie. 

Cette malade avait eu, en 1936, un enfant en bonne santé ; en 1937; 
avait présenté un avorlement aprés une chute, et, en 1939, avait eu 
un prématuré mort-né. Les 1° et 15 avril 1947, cette malade recoit 
une transfusion de 150 ml, elle présente ensuite trois semaines de 
fiévre. Au mois d’aout, elle recoit une série d’injections de sang, d’une 
quantité inconnue et provenant d’un donneur de sang qu’il n’a pas 
été possible de réexaminer. En raison de ces antécédents, on effectue 
la recherche des agglutinines irréguliéres, car nous savons que les 
‘malades qui ont recu des injections de sang a titre thérapeutique 
élaborent souvent des agglutinines irréguliéres (Speiser et Kolbl). 

La malade était du groupe A,, Rh, positif et son sérum possédait 
une agglutinine active 4 37° vis-a-vis des globules rouges des groupes A, 
et O, Rh positifs et Rh négatifs. Cette agglutinine était active sur les 
globules rouges en suspension dans l’eau physiologique et sur les 
globules rouges en suspension en milieu sérique ou dans de l’albumine 
concentrée a 30 p. 100 (Speiser, Rigl, Neuhold). Ce n’était pas un 
auto-anticorps, il n’y avait pas d’auto-agglutination. 

Pour déterminer la spécificité de cette agglutinine irréguliére, une 
étude complémentaire des antigénes globulaires a montré que la 
malade était du groupe A,, N, P+, Kell négative, cDE/c?? (Rh,). 
D’aprés ces caractéres on pouvait penser que la malade était capable 
d’élaborer les agglutinines anti-C (rh’), anti-d (Hr,), anti-e (hr’’), 
anti-Kell et anti-M. La possibilité d’une spécificité anti-M et anti-Kell 
pour cette agglutinine avait été vite éliminée car les globules rouges N 
et Kell négatifs étaient agglutinés. Le fait que les globules rouges 
Rh négatifs cde/cde (rh/rh) étaient agglutinés permettait d’éliminer 
Vhypothése d’une anti-C (th’). Il convenait donc de choisir entre une 
anti-e (hr’’?) et une anti-d (Hr,). En examinant l’activité de cette 
agglutinine vis-a-vis des sangs de 100 donneurs du groupe O, on a vu 
que tous étaient agglutinés 4 l'exception de 2. L’antigéne ainsi mis 
en évidence chez 98 p. 100 des individus présentait donc une fréquence 
identique & celle de l’antigéne e (hr’’) ; cette fréquence est différente 
de celle de l’antigéne anti-d (Hr,) qui est, dans la population viennoise 
de 64,17 p. 100, en comptant le phénotype (Hr,) (dd+Dd) [Speiser 
et Mohl]. Au contraire, dans la population viennoise le phéno- 
type e (hr’’), comprenant le génotype (ce+Ee) a une fréquence de 
98,08 p. 100. L’examen des deux sangs non agglutinés a montré l’exis- 
tence des mémes antigénes que ceux de la malade cDE/c?? (génotype 
probable : cDE/cDe=Kh,/Rh,). 

La fréquence de l’antigene mis en évidence par l’agglutinine irré- 
guliére étant de 0,98 dans la population de Vienne, on constate qu’elle 
n’est différente de la fréquence de l’antigéne e, que de 0,08 p. 100. 

La comparaison de la fréquence des génotypes E-e (th’’-hr’’), calculée 
d’aprés les résultats obtenus antérieurement et ceux fournis par cel 
examen, peut ¢tre résumée dans le tableau suivant 
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I. — 240 sangs examinés avec l'agglu- 11. —-100 sangs examinés avec Lagqlu- 
tinine anti-E (rh"') (Speiser et Mohl.) tinine irréguliére de la malade. 
HS 3) AS OR ge pete, Relay seer eee eo CUL pases 
Bei hh) ia 5) SS ehos Gog = Per ests ee ee oeorne 
COp seek aoe ee ee oe Pe Rea ih erates abe toned eR et = 


On pouvait done considérer que lagglutinine irréguliére était bien 
de type anti-e (hr’’), La confirmation de cette spécificité a été fournie 
par le professeur A. E. Mourant (Lister Institute for Preventive Medicine, 
London) ; nous l’en remercions vivement. 

L’étude sérologique de cet anticorps a donné les caractéristiques 
suivantes, 4 37° 


EAU 
physiologique 


ALBUMINE 


SiRUM HUMAIN aan 


—— ee | 


Vis-a-vis des G.R. E. négatifs. 4 
4 


128 4/256 1/4096 
Vis-a-vis des G.R. E. positifs . 4 


1/16 | 4/32 


Il est remarquable de constater l’effet de dosage appréciable suivant 
la quantité d’anligéne qui se trouve sur les globules rouges. On cons- 
tate que trois quarts des sangs sont fortement agglutinés et qu’un 
quart le sont plus faiblement. Ces résultats correspondent a la répar- 
tition des génotypes ec/Ee qui sont respectivement, dans la population 
viennoise de 73,72 p. 100 et 24,28 p. 100. 

Parmi les membres de la famille de la maladec, seul le mari a pu 
étre examiné : il Gtait du groupe O, CDe/cde (Rh,/rh). Il est probable 
que l’agglutinine anti-e a été provoquée par les trois gestations de 
la malade, car les enfants étaient hétérozygotes, mais les transfusions 
ont pu jouer aussi un role, car il n’y a qu’un faible pourcentage de 
donneurs de sang compatibles parmi les sujets des groupes A,, A, et O : 
environ 0,1 p. 100. 

Cet anticorps a permis de réaliser l’étude de la transmission hérédi- 
taire de l’antigéne e (Jancsik et Speiser). 

En résumé, nous avons observé le sixitéme cas connu d’agglutinine 
anti-e chez une femme qui avait eu trois grossesses et avait recu des 
injections de sang. L’étude sérologique de cet anticorps a permis de 
mettre en évidence un effet de dosage remarquable. Cet anticorps 
a permis d’étudier, dans la population de Vienne, la fréquence des 
eénotypes E-e. 

La rareté des donneurs de sang compatibles pose dans ce cas un 
probléme pratique difficile & résoudre. 
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ACTION EMPECHANTE DU SERUM NORMAL DE LAPIN 
SUR L’ANAPHYLAXIE CUTANEE PASSIVE DU COBAYE 


par Zottan OVARY (1) et Orro G. BIER (2). 


(Service d’Immunologie, Instituto Biologico, Sao Paulo, Brésil.) 


La sensibilisation passive de la peau du cobaye par l’injection intra- 
dermique d’anticorps de sérums de cobayes, lapins ou homme peut 
étre révélée, si lors de l’injection déchainante (intraveineuse) on ajoute 
un colorant a la solution de l’antigéne [2, 3, 5]. Cette anaphylaxie 
cutanée peut étre provoquée par des quantités minimes d’anticorps. 
Utilisant la technique des dilutions progressives, on a démontré 
qu’avec le systéme ovalbumine cristallisée-anti-ovalbumine de lapin 
des quantités aussi petites que 0,003 pg d’N anticorps peuvent étre 
révélées [4]. 

Cependant, on a remarqué que la sensibilité de la réaction est moins 
fine lorsqu’on s’adresse 4 des sérums trés pauvres en anticorps. Ce 
travail a été entrepris dans le but de rechercher si cette diminution 
de sensibilité n’est pas due A la présence d’une plus grande quantité 
de protéides normaux par rapport a Ja quantité d’anticorps dans ces 
sérums. 

Deux systémes ont été utilisés : le systeme ovalbumine-anti- 
ovalbumine de lapin et le systeme S III (8) anti-S IIT de lapin. 
Le premier immunsérum contenait 307 wg d’N d’anticorps par centi- 
metre cube et donnait encore sur la peau du cobaye une réaction 
lisible avec 0,005 yg d’N d’anticorps, le second immunsérum contenait 
1593 pg d’N d’anticorps et donnait encore une réaction lisible avec 
0,004 wg d’N d’anticorps. Les deux sérums ont été dilués avec du sérum 


(1) Adresse actuelle : 8 Via Bufalini, Rome, Italie. 

(2) Ce travail a été aidé en partie par le Conseil national de Recherches 
du gouvernement brésilien. ; 

(3) Le polyoside pneumococcique (S III, lot 202) était une préparation 
tres purifiée. Cette préparation, ainsi que le sérum homologue ont cté tres 
obligeamment mis A notre disposition par le professeur Michael Heidel- 
berger (College of Physicians and Surgeons, Columbia University, New 
York) que nous tenons 4 remercier. 
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normal de lapin et 0,10 cm* de chaque dilution a été injecté dans la 
peau fraichement épilée aux ciseaux de cobayes albinos de 230+ 30 g. 
Des dilutions des immunsérums dans de la solution physiologique ont 
été injectées comme témoins de l’autre cété de la ligne médiane. 
Sept heures apres, l’antigéne dilué dans 0,5 cm* de solution physio- 
logique (respectivement 15 mg d’ovalbumine ou 100 wg de polyoside) 
a été injecté dans la veine d’une des pattes postérieures avec 0,5 cm* 
d’une solution aqueuse 4 0,5 p. 100 de « Geigy Bleue 536 ». Quinze 
minutes aprés les animaux ont été tués, la peau du ventre rabattue 
et les résultats lus sur sa face interne. Nous donnons dans le tableau 
ci-dessous les doses employées et les résultats obtenus. 


uc DN DILUTION RDUETON 
D'ANTICORPS dans du sérum normal ‘ : Bibl ae 
par 0,10 cms de lapin dans de Ja solution physiologique 

A. — Systeme ovalbumine-antiovalbumine. 

i le 8 lca er : 
0,50... 2.) ++ ae +} 
OF Oration: 0 0 0 Nese aearll ae arse carl iesiecwaclh apnea ae 
A eee “+b cls she Hate 


B. — Systeme SI]ll-anti S III. 


dO ol. pultectehte [teste banat | ter 

OF .0 iectatea ts + +4 ;4+4+] + 

0,10.... 0 oe os a aaa Sle coe al ines we ma st| Pape 
Te a A ae | i ue Be P 


(') Liétendue de la réaction a été notée comme suit : + diamétre inférieur 4 5 mm; 


+ entre 6 et 10 mm; +--+ enlre lu ect 15 mm; +++ entre 15 et 20 mm; +++4++4 supé- 
rieur a 20 mm. 


Les résultats obtenus dans une colonne verticale correspondent au méme animal; les 
injections des dilutions dans du sérum normal ont été pratiquées d'un célé de la ligne 
médiane; celles dans de la solution physiologique, de l’autre. 


Ces résultats montrent que la limite de la sensibilité de la réaction 
se trouve entre 0,10 et 0,50 ug d’N d’anticorps si celui-ci est dilué 
dans du sérum normal de lapin ; alors que si la dilution est faite dans 
de la solution physiologique, 0,01 yg d’N d’anticorps donne encore des 
réactions positives. Il faut donc environ de dix A cinquante fois plus 
d’anticorps pour obtenir des résultats positifs en employant la méthode 
des dilutions progressives, si le diluant est, non la solution physiolo- 
gique, mais le sérum normal de lapin. 

Il y a longtemps que Weil [6] a observé l’action empéchante du 
sérum normal sur lanaphylaxie générale du cobaye. Une étude appro- 
fondie en a été faite par Lewis [4] & l’aide également de l’anaphylaxie 
passive et en utilisant des sérums d’animaux différents (lapin, cheval, 
chat, chien, mouton) et de l’ovalbumine. Ce dernier auteur attribue 
action empéchante des sérums, et des protéides en général, a la 
« saturation des récepteurs cellulaires qui, normalement, fixent l’anti- 
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corps ». Cependant aucun travail quantitatif n’avait été fait sur ce 
sujet. 

L’anaphylaxie cutanée passive est particulitrement indiquée pour des 
recherches quantitatives de ce genre, étant donné que des quantités 
minimes d’anticorps peuvent étre utilisées et que la réaction est bien 
plus facile 4 interpréter que les symptémes anaphylactiques généraux, 
surtout lorsqu’il s’agit de réactions limites. Cependant, nos résultats 
montrent que lorsqu’on utilise la méthode de l’anaphylaxie cutanée 
passive pour le dosage des anticorps, on doit tenir compte de l’éven- 
tuelle action empéchante des protéides normaux du sérum. Les sérums 
trés pauvres en anticorps donneront par conséquent par cette méthode 
des valeurs inférieures 4 leur taux réel. 

Conclusion. — Le sérum normal de lapin a une action inhibitrice 
sur l’anaphylaxie cutanée du cobaye; des quantités inférieures A 
0,10 pg d’N d’anticorps de lapin ne sont plus décelables. De ce fait, 
la méthode de dosage des anticorps par anaphylaxie cutanée, si utile 
quand on ne posséde que peu de sérum, ne peut pas donner 
de résultats exacts lorsque les sérums sont trés pauvres en anticorps (4). 


(4) Nous tenons 4 remercier M. Mario Bolognani pour les analyses d’N 
nécessaires au dosage quantitatif des anticorps. 
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ESSAI D’'EXALTATION DU POUVOIR PATHOGENE 
DES BRUCELLES POUR LE COBAYE 
PAR ADDITION DE MUCINE 


par H. JACOTOT et A. VALLEE. 
(Aide-lechnique : A. Le PRIOL.) 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale.) 


Confirmant pour leur part les travaux de plusieurs auteurs et 
notamment de Nungester et coll. [4], Dishon et Olitzki [2] ont montré 
que l’addition de mucine aux cultures de brucelles exaltait le pouvoir 
pathogéne de ces germes pour la souris aprés injection dans le 
péritoine. ow ; f 

Nous rapportons ici un certain nombre d’essais d inoculation effectueés 
chez le cobaye par diverses voies, le matériel microbien étant présenté 
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sous forme ou de cultures ou de broyats d’organes brucelliques, Jes 
uns et les autres additionnés de mucine. 


1° INOCULATION SOUS-CUTANEE. — a) Souche vaccinale de Br. Aportus 
Bovis. — Trois cobayes recoivent chacun 1 cm’ d’une culture de 
quarante-huit heures sur gélose ; ils ne présentent aucun trouble dans 
la suite. Trois autres cobayes recoivent 2 cm* d’un mélange 4 volumes 
égaux de la méme culture et de mucine au 1/20, L’un meurt vingt- 
deux jours apres ; il ne présente pas de Iésions macroscopiques, mais 
la brucelle est isolée du foie. Un autre meurt accidentellement soixante- 
treize jours aprés, la rate ponctuée de petits nodules blancs sans plus. 
Le troisi¢éme survit sans troubles. 

b) Souche pathogéne de Br. anonrus Bovis. — Trois cobayes recoivent 
chacun 1 cm® d’une culture de quarante-huit heures sur gélose ; lun 
meurt vingt-deux jours apres, le foie et la rate ponctués de nombreux 
petits abces ; un autre meurt accidentellement deux mois aprés J’ino- 
culation la rate hypertrophiée et présentant des nodosités purulentes ; 
le troisitme meurt onze mois aprés inoculation, Je parenchyme hépa- 
tique en état de dégénérescence chronique et porteur de plusieurs abcés. 

Trois autres cobayes regoivent 3 cm*® d’un mélange de la méme 
culture pour une partie et de mucine au 1/20 pour deux parties. L’un 
meurt dix jours aprés, les reins marqués d’un piqueté hémorragique, 
une collection purulente dans le tissu conjonctif sous-cutané, au point 
(inoculation. Un autre meurt dix-sept jours aprés linoculation ; on 
note une splénomégalie massive et de nombreux abcés punctiformes de 
la rate, du foie, du poumon ; au point d’inoculation abcés ouvert A 
lextérieur. Le dernier meurt vingt-cinq jours aprés lVinoculation por- 
lant de nombreux abcés de la rate, du foie, de lintestin, des ganglions 
mésentériques, du péritoine. 

La brucelle a été isolée de tous les animaux de cet essai, le premier 
excepté. 


2° INOCULATION INTRAPERITONEALE. — a) Souche palhogéene de Br. anor- 
TUS Bovis. — Un cobaye recoit 1 cm? d’une culture en bouillon de 


quarante-huit heures, un autre cobaye 2 cm? d’un mélange a parties 
égales de la méme culture et de mucine au 1/10. L’un et l’autre sur- 
vivent sans trouble. 

b) Souche pathogéne de Br. metirensts. — Trois cobayes recoivent 
chacun 4 cm* d’un mélange a parties égales de mucine au 1/20 et d’un 
broyat de rate de cobaye mort de brucellose. L’un meurt apres cin- 
quante et un jours, la rate trés hypertrophiée, un abcés comme une 
noix dans la cavité thoracique. Un autre meurt soixante et onze jours 
aprés l’inoculation avec splénomégalie et nombreux abces du foie. 
Le troisiéme est sacrifié cent un jours aprés l’inoculation : il porte un 
abcés du foie. La brucelle a été isolée du pus du premicr et du troisi¢me 
de ces animaux. 

3° INOCULATION INTRACARDIAQUE. — a) Souche vaccinale de Br. Apor- 
TUS BOVIS. — Quatre cobayes recoivent 1 cm? de culture de quatre 
jours sur gélose ; l’un meurt aprés dix-sept jours, un autre apres 
quatre-vingt-quatre jours avec des lésions congestives ou dégénératives 
du foie et de la rate ; les deux autres survivent sans troubles. Dans un 
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autre essai, quatre cobayes recoivent 1 cm? d’un mélange a’ parties 
égales de culture de quatre jours en bouillon et de mucine au 1/40. 
Trois meurent de brucellose en deux, onze et treize jours ; on releve 
des altérations congestives diversement localisées (foie, rate, rein, pou- 
mon, utérus) et sur le deuxiéme cadavre une collection purulente 
comme une noisette entre foie et rein. Le dernier cobaye survit sans 
troubles. 

b) Souche pathogéne de Br. asortus Bovis. — Dans un premier 
essai 4 cobayes regoivent 1 cm* d’un mélange A parties égales de 
culture de quatre jours sur gélose et de mucine au 1/40. Ils meurent 
en sept, huit, dix et seize jours, le premier et le troisitme portant, 
notamment, de nombreux abcts viscéraux ou sous-séreux. 

Dans trois autres essais, 11 cobayes recoivent 1 cm® d’un mélange a 
parties égales de pus ou de parenchyme rénal au 1/20 et de mucine 
au 1/40. Dix d’entre eux meurent dans des délais compris entre deux 
et vingt-sept jours ; chez 3 d’entre eux, on reléve des Jésions massives 
de péricardite fibrinecuse, chez plusieurs des lésions de pneumonie, 
chez quelques-uns de la congestion des ovaires ou des cornes utérines. 

c) Souche pathogéne de Br. MeEtirensts. — Deux cobayes recoivent 
chacun 2 cm® de pulpe splénique au 1/10 d’un cobaye mort de bru- 
cellose. IIs. meurent en soixante-dix-sept jours et dix-huit mois. Le 
premier portant un abcés organisé du foie, le deuxiéme des adhérences 
de la rate 4 la paroi. Un autre cobaye recoit 2 cm* d’un mélange de 
la méme pulpe splénique et de mucine au 1/100. Il meurt trente jours 
apres avec, notamment, le foie criblé d’abcés punctiformes. 


ConcLusion. — Alors que, dans nos essais, les mélanges de matériels 
microbiens et de mucine n’ont pas agi nettement dans le sens de 
Vexaltation du pouvoir pathogéne des brucelles lorsqu’on inoculait 
dans le péritoine, les injections sous-cutanées et intracardiaques de tels 
mélanges se sont montrées susceptibles d’accélérer le processus et 
d’activer la pyogénése ; en plusieurs cas, elles ont entrainé la formation 
de Iésions importantes in, situ. 
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UN FOYER DE MYXOME INFECTIEUX 
CHEZ DES LAPINS DE GARENNE 
DANS LA REGION DE RAMBOUILLET 


par 1. JACOTOT et A. VALLEE. 


(Inslilut. Pasteur. Service de Microbiologie Animale.) 


ll y a quelques semaines (premiers jours d’octobre 1952) nous avons 
6té sollicités par un propriétaire de chasse de la région de Ram- 
houillet, fort inquiet de ce que ses lapins de garenne mouraient en 
grand nombre ; il s’agissait, aux dires des gardes, d’une maladie des 
yeux et des organes génitaux. 

Le cadayre qui nous fut envoyé, A linstigation du D* vétérinaire 
Thuillier, présentait les Iésions suivantes : une blépharite double avec 
infiltration massive du tissu cellulaire sous-cutané, sans atteinte de 
Ja cornée ni des milieux oculaires profonds ; un nodule dur et mobile 
sous le menton ; un léger degré d’inflammation du scrotum d’un 
seul cété, avec coedéme, sans Iésion de la muqueuse génitale. Les 
viscéres étaient d’apparence normale. 

Les cnsemencements restérent négatifs de méme que la recherche 
des spirochétes, mais inoculation au lapin nous orienta rapidement 
vers le diagnostic de myxome infecticux, 

Les premiéres inoculations mirent en ceuvre le broyat de testicule 
et le liquide d’oeedéme palpébral empruntés au cadavre d’origine ; les 
passages suivants furent faits avec des substances de méme nature et 
puis le sang et le suc myxomateux. 

Furent adoptées tour A tour les voies transcutanée, sous-cutanée, 
intraveineuse, intratesticulaire. 

La transmission par cohabitation réussit trois fois sur trois et 
Vinoculation par ingestion de matériel virulent fut effectuée avec 
succes. 

Le passage sur embryon de poulet par dépét sur la chorio-allantoide 
de sang et d’extrait testiculaire filtré sur bougie Ll et L3 fut faci- 
lement réalisé. p 

Enfin on put, a partir du matériel embryonnaire ainsi constitué 
passer l’infection en série sur l’embryon et Ja retransmettre au lapin. 
Dans tous les cas le myxome infectieux a évolué chez le lapin dans 
des délais et avec des caractéres 4 peu prés uniformes, compte tenu 
du mode de transmission, et conformes aux notions classiques. La 
maladie a été fatale pour tous les animaux dont 1l’observation est 
terminée (une trentaine) ; 4 deux exceptions pres ils sont morts dans 
des délais compris entre huit et douze jours, en majorité les neuviéme 
et dixiéme jours. Il n’en est pas qui n’ait présenté quelque lésion 
caractéristique, et nombreux sont ceux chez lesquels le tableau 
clinique du myxome infectieux fut complet : blépharite double ; infil- 
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tration de l’anus, du prépuce et du_ scrotum, orchite ; formations 
myxomateuses et adénopathie sous-cutanées ; facies léonin, souvent 
hideux au dernier stade de la maladie (fig. 1). 

Les inoculations intradermiques et hypodermiques de virus donnent 
leu a la production de formations pseudo-néoplasiques d’un volume 
parfois considérable. 

La maladie de l’embryon inoculé se caractérise par sa bénignité et sa 
briéveté. Les lésions de la  chorio-allantoide (infiltration ‘diffuse ct 


petites granulations) sont constituées aprés quarante-huit heures. mais 


3 


Fic. 1. — Myxome infectieux. Lapin inoculé par injection intraveincuse de sang 
virulent. Photographie prise le jour de la mort, onze jours aprés inoculation. 


fugaces. Elles sont généralement discrétes ; nous en avons cependant 
observé d’un développement assez remarquable, compte tenu de la 
rapidité de leur évo!ution (fig. 2). 

En résumé, il existe en France, aux confins des départements de 
Seine-et-Oise et d’Eure-et-Loir, parmi les lapins de garenne, un foyer 
de myxome infectieux. 

Le myxome infectieux est connu depuis plus de cinquante ans (Sana- 
relli, 1898 [4]) et il a été fort bien étudié sous tous ses aspects [2], 
mais sa présence dans les conditions naturelles n’a jamais élé signalée, 
4 notre connaissance, ailleurs qu’en Amérique du Sud puis du Nord. Il 
serait intéressant de savoir quand et comment celte virose, certes trés 
contagieuse, mais d’un pouvoir d’expansion relativement faible a été 
introduite sur notre continent. 
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La maladie est eénéralement considérée comme ne frappant sponta- 
nément que les léporidés domestiques descendant du lapin de garenne 
européen ; les faits exposés ici montrent que celui-ci lui est trés 
sensible. Et l’on pourrait craindre que s’étant implanté dans cette 
espece sauvage hors de tout contrdle sanitaire, le contage ne s’y perpétue. 


Pic. 2. — Myxome infectienx. Chorio-allantoide inoculée par dépot 
dun extrait testiculaire filtré sur L, ; prélevée soixante heures aprc-. 
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CELLULES PLASMATIQUES DANS LES EXPECTORATIONS 
AU COURS DES PNEUMONIES ATYPIQUES 


par J. STELNMANN. 


(Faculté de Médecine de Geneve.) 


La cytologie des expectorations chez les malades atteints d’un syn- 
drome pneumologique du groupe des pneumonies atypiques peut 
apporter des indications précieuses pour le diagnostic. 

Nous avons récemment signalé la présence de granulations dans des 
macrophages expectorés par un homme atteint de fiévre Q [4]. 

Le diagnostic de la pneumonie primitive atypique, d’origine 
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inconnue, ne peut étre précisé que par des tests indirects. Ces derniers 
ne sont pas positifs dans tous les cas, et encore faut-il penser 
a Jes rechercher. 

Francois [2] d’une part, Sohier et ses collaborateurs [3] d’autre 
part, notent que l’augmentation des agglutinines actives A froid ne se 
rencontre que dans 50 a 70 p. 100 des cas, l’agglutination du strepto- 
coque MG dans 20 4 50 p. 100, le Wassermann paradoxal (syndrome 
auquel nous avons donné le nom de Fanconi-Hegglin en 1943 [4]) 
dans 50 a 60 p. 100. 

Or 4 quatre reprises, la présence de cellules plasmatiques dans les 
expectorations nous a permis d’orienter dans la bonne direction un 


diagnostic erroné jusqu’alors. Dans 8 cas, l’étiquette de tuberculose 
avait été donnée malgré l’absence de bacilles de Koch (fig. 1). 

Trois fois, notre hypothése a pu étre confirmée par un taux <Glevé 
d’agelutinines actives 4 froid et par un Wassermann paradoxal. a qua- 
triéme fois, le malade n’a pu étre revu, mais ]’évolution clinique a bien 
été celle d’une pneumonie atypique. 

Ces cellules plasmatiques sont facilement reconnaissables : elles pré- 
sentent en outre quelques particularités. Si leur protoplasma est nette- 
ment bleuté au May-Griinwald, si la chromatine est granuleuse et disposée 
d’une maniére assez réguliére, parfois le noyau n’est pas rond mais lége- 
rement incurvé ou méme_ irrégulier, comme celui des macrophages. 

Il est possible enfin de rencontrer une série de stades intermédiaires 
entre les macrophages et ces cellules plasmatiques (fig. 2). 
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Ces cellules peuvent se trouver également dans des épanchements 
pleuraux, rares chez ces malades ; elles sont alors assez vastes, laissant 
supposer que Jeur origine est Vendothélium pleural. 

Elles ne paraissent pas étre communes dans d’autres affections pulmo- 
naires bien que l’examen histologique de la muqueuse bronchique de 
patients atteints de bronchite chronique montre parfois une plasmo- 
cytose. En effet, sur 2 000 examens cytologiques d’expectorations faits 
pour des affections diverses, nous ne les avons trouvées que dans les 
4 cas signalés. ; 

Récemment, Hallauer, de Berne [5], a tenté — et semble avoir 


Fic. 2. 


réussi — des transmissions en série chez le cobaye A partir de 
la pneumonie interstilielle & plasmocytes du nouveau-né. Il admet 
quil existe une parenté avec la pneumonie atypique primitive de 
Vadulte, bien que, dit-il, « l’étiologie virale de la pneumonie 4 plas- 
mocytes ne soit pas encore prouvée d’une manicre absolue ». 


Les plasmocytes que nous ayons vus chez l’adulte seraient un élément 
en faveur de son hypothése. 
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LA CORTISONE 
DANS LES INFECTIONS EXPERIMENTALES 
DE LA SOURIS 


par Fernanp BOYER et Lours CHEDID. 


La surrénalectomie diminue considérablement la résistance de 
Vanimal a différents poisons microbiens. Lewis et Page [4] ont montré 
qu’il était possible de compenser cette déficience par 1’administration 
de divers extraits corticaux, dont la cortisone ou composé EF. 

Au contraire, de nombreux auteurs ont mis en évidence, chez 
Vanimal non surrénalectomisé, l’action défavorable de cetté hormone, 
au cours de diverses infections expérimentales. 

Nous avons signalé que la cortisone injectée dans certaines condi- 
tions protége cependant la souris normale infectée avec Salmonella 
typhi et que cette action est liée & la présence de l’antigene glucido- 
lipidique [2]. 

Nous avons poursuivi cette étude et recherché d’une part l’action 
« protectrice » du composé E, d’autre part son action « dépressive » 
vis-a-vis d’infections expérimentales provoquées par des germes de 
différents groupes ainsi que~certaines exotoxines et endotoxincs. 


I. ACTION DE LA CORTISONE DANS L INFECTION EXPERIMENTALE DE LA SOURIS. 


On sait que la cortisone, administrée plusieurs jours consécutifs, 
diminue Ja résistance de l’animal et que pour avoir une action protec- 
trice, il faut l’injecter peu de temps avant le germe [3]. C’est pour- 
quoi, dans les expériences dont nous donnons le résultat ci-dessous, 
{tableau I) nous avons toujours administré cetle hormone une heure 
avant l’infection. 

Les essais ont été faits chez la souris et ont porté sur les germes 
suivants : 


Staphylococcus aureus (souche 133), culture A la sixiéme lheure en 
bouillon Nitti (1). 

Streptococcus pyogenes (souche Digonnet 7), culture 4 la dix-huitiéme 
heure en bouillon ascite. 

Neisseria meningitidis (souche B49), culture a la vingt-quatrieme heure 
en bouillon gélosé a 1 p. 1000 + ascite 1/3. 

Pseudomonas aeruginosa (souche Bass), culture 4 la dix-huitieme heure 
en bouillon ordinaire. 


(1) La composition du bouillon Nitti est la suivante : 


Macéralion de viande.........- : a0 Denti RE CeO oee 
Phesphaterdisodiquesssess = fc) see ie © Spee ba 
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Klebsiella pneumonizx (souche Caroli), culture & la dix-huitiéme heure en 
bouillon sérum 1/10. 

Escherichia coli (souche Monod), culture A la dix-huititme heure en 
bouillon ordinaire. 

Salmonella typhi (souche ty I}, culture a la dix-huitiéme heure en bouillon 
ordinaire. 

Shigella dysenterie (souche 35), culture a la dix-huiligme heure en 
bouillon ordinaire. 


L’inoculation a été faite dans la cavité péritonéale : 

a) Avec la dose minima mortelle pour rechercher l’action « protec- 
trice » de Ja cortisone. 

b) Avec une dose non mortelle pour tous les témoins afin de recher- 
cher son action « dépressive ». 


L’examen du tableau I montre que 

le La cortisone protege les souris dans les infections 4 Salmonella 
typhi et Neisseria meningitidis. 

2° Elle est sans action dans les infections & Pseudomonas aeruginosa, 
Escherichia coli et Shigella dysenteriae. 

3° Elle a une action « dépressive » dans le cas de Staphylococcus 
aureus, Streptococcus pyogenes et Klebsiella pneumoniae puisqu’une 
seule dose injeclée une heure avant Je germe augmente considéra- 
blement le pourcentage des moris. 


Il. AcrioN DE LA CORTISONE VIS-A-VIS DES TOXINES MICROBIENNES. 


Nous avons signalé par ailleurs [4] les résultats favorables apportés par 
la cortisone chez des souris inoculées avec |’antigéne glucido-lipidique de 
Salmonella typhi et de Salmonella enteritidis (var. Danysz), tandis que 
son action est nulle dans le cas de la toxine diphtérique. 

Nous avions conclu que l’action antitoxique de la cortisone vis-a-vis 
de l’antigtne glucido-lipidique expliquait les bons résultats obtenus 
contre Vinfection 4 Salmonella typhi. 

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons étendu nos recherches 
aux toxines tétanique et dysentérique (2) el aux antigeénes glucido- 
lipidiques extraits d’Escherichia coli (souche Monod) et Shigella dysen- 
teriae (souche 35) par la méthode de Boivin et Mesrobeanu. 

La toxine diphtérique a été injectée sous la peau des souris, la toxine 
tétanique par voie intramusculaire, l’exotoxine dysentérique ainsi 
que les antigenes glucido-lipidiques dans la cavité péritonéale. 

Les résultats consignés dans le tableau II indiquent une méme action 
favorable de la cortisone vis-a-vis de l’antigene glucido-lipidique extrait 
des 4 germes différents. Par contre son action est nulle vis-d-vis des 
exotoxines diphtérique, tétanique et dysentérique. 


DiSCcUSSION ET CONCLUSION. 


1° L’action nocive de la cortisone, administrée pendant plusieurs jours 
i’ Vanimal non surrénalectomisé, a été signalée pour des infections 


(2) Nous remercions MM. Turpin et Turpautt qui nous ont fourni respecti- 
vement les toxines tétanique et dysentérique. 
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TABLEAU I. 


ess JOURS DE SURVIE 
INFECTION ET TRAITEMENT 
de souris 
AW altesa 4 bl 6 
Staphylococcus aureus : 
9% 34 Kod SICNOING Gao, veto 40 0 
BOSS NOP NaS a, ’ Cortisone 2 mg s.c. 10 0 | 
3 Beh aabiey Ai HEMONGS 0.0. 20 43,13 ]13) 44/44) 14 
pte ep ) Cortisone 2 mg s.c. 20 ale Gib tee i 
Streptococcus pyogenes : 
ah -5 3 VAST 5 6 ae 40 0 
TORS AUD: ) Cortisone 2 mg s.c. 10 0 
\ A TRC CElénroms areas & 20 48| 6] 6| 3} 3] 3 
pS ems 40" 1p) Gortisone 2 mg s.c. 20 AAG ese ie 
Neisseria meningilidis : 
3 \ USNS GS 5 SB 20 AQ S| ANS ANS 
RID Oa ee * ) Cortisone 2 mg s.c. 20 20}419) 19} 19) 19] 19 
: 3: (Se DemOtns a seme aes 10 Gillon Silo) one eS 
Bem" IPE 5°) Cortisone » mig §.c. 40 10]10]40}40} 40] 40 
= | { 
Pseudomonas aeruginosa : | 
& ams A AN-2 5 ) MUCKOINOINES BMG so a 20 A S57 Glee 
Se / Cortisone 2 mg s.c. 20 PAT TU) stay a2 Bil 7 
3a 40-34 \ VWOMNMONTE 5 4 oo 6c 10 10} 410) 410} 10})40} 40 
OV EGE EN Ee ( Cortisone 2 mg s.c. 40 8) 8| 7] 6] 61 6 
Kk bsiella pneumoninve : 
5 Aneto. W IRONS SS oe & 10 NB] Bl) 
TANTS Gl Sed ea ( Cortisone 4 mg s.c. 40 Ji) 20) 
3 40-34 Wy LUN © oo ob 10 8] 6} 0 
LST AS A ’ Cortisone 2 ing s.c 10 1) 0 
Escherichia coli : 
a3! SN UGMONNE 5 oo Ge < 10 ay) 4 
aye CME WP:~ = } Cortisone:2 mg s.c. 10 Ad AGO 
34 \ANSMOPNSS 65 oe & 20 DiS) | acu meoslians) 
ISO SN ) Cortisone 2 mg s.c. 20 ah Gaul 3] 5 
Salmonella typhi: 
. : TémoinsSee-s 10 ahh AINE satel gly) 
3 . = 
0,25 cm? Ip. Cortisone 2 mg s.c. 10 hd ate are are 
Shigella dysenteriae : | 
34 pr@eMmaoinst: «yous 0s J 20 14/42) 7] 3) 2] 2 
AUTOR TECn rate / Corlisone 2 mg s.c 20 48)/40} 6] 2| 2) 2 
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TaBLeau IIL. 
RR NR A A SR EE SS RE ATES 5 
JOURS DE SURVIE 
NOMBRE 
TOXINE ET TRAITEMENT ; 
de souris 
AN 2a esa een D ae, 
Toxine diphtérique : 
eae Vy PC MROINS perarceetaee 10 3] 0 
a) 1 cm? s.c. ) Cortisone 5 mgs c | 40 3] 0 
: 3  MIGUINOIE 5 9s 6 a 4 ¢ 40 8{ 3} 2] 2} 0 
ATES oe ) Cortisone 5 mg s.c. 10 TO) 
.) 0.98 areas \Lémoinse sae wee 10 NO Ore 2) 10 
AMAA ES Seo Re ) Cortisone 5 mg s.c. 10 Sido, ot le eee 
Toxine tétanique : 
23 oe -3+ (Lemons asa ameiee os 10 620 
i SERRE ENE Tear ) Cortisone 2 mg s.c. 40 6| 4] 0 
pacman auger? (ST 6moInd il eae 40 &| 0] - 
eI SSS ed Uo ( Cortisone 2 mg s.c. 10 6| 0 
) Ba Ao Wy DUS NIN S Bile ces 10 LOU LON ia eno 
¢) OA em? & £0 erm) Cortiséne 2 mie 9.6.0 = (40 YOu eae oC 
Toxine dysentérique : 
Desh UUM So 5 pote 10 S3|e 2a} ee 
pT URL eT oe ) Cortisone 2 mg s.c 40 40] 5] 4] 0 
I Smt. Ne LeU O INS egren eee 40 40} 8} 3] 0 
Ed CIReND ’ ) Cortisone 2 mg s.c. 10 10} 5] 9 
ea fate (econ 
Antigéne O Salmonella typhi : 
img ip... . \ Témoins: = 2 50 Silesia eonlmatmees 
ae “* * * ? Cortisone 2 mg s.c. 50 33 | 30| 29 | 27 | 26] 26 
Antigéne O Salmonella enteritidis 
(var. Danysz) : 
0.3 piers deh es LEMOS ee 50 43 |121}42/44144] 10 
recy ) Cortisone 2mgs.c.| 50 |39/37/36|/32|32| 34 
Antigéne O Escherichia coli : 
0,7 Tic oee SaaS Sy AKON 5 cos 2 € 20 0 
ps ) Cortisone2mes.c.| 20 |44/12]12]12] 9} 7 
Antigéne O Shigella dysenteriv : 
b53me ip siete { Témoing, 030. % 20 0 
iP oe / Cortisone 2 mg s 
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provoquces par différents germes (Staphylocoques, Streptocoques, Ménin- 
gocoques, etc...). 

Bien que nous ayons administré une seule dose de cette hormone, 
nous retrouvons le méme effet dépressif pour les deux premiers germes. 

Contrairement & Murray et Branham [5], nous obtenons une pro- 
tection dans le cas du Méningocoque. Les résultats obtenus par ces 
auteurs semblent dus au fait qu’ils ont injecté ce germe mélangé A 
de la mucine et sont a rapprocher de ceux que nous avons signalés 
avec Salmonella typhi [3] injecté dans les mémes conditions. 

2° La cortisone est sans action chez la Souris infectée avec Pseudo- 
monds aeruginosa, Escherichia coli et Shigella dysenteriae et a une 
action « dépressive » dans le cas de Klebsiella pneumoniae. 

3° Nous avons déja signalé l’action  protectrice de la cortisone 
vis-a-vis de lantigéne glucido-lipidique de Salmonella typhi et de 
Salmonella enteritidis. Nous retrouvons la méme action avec l’antigéne 
glucido-lipidique d’Escherichia coli et Shigella dysenteriae. D’autre 
part Beck[6] a obtenu une protection vis-d-vis de l’antigéne glucido- 
lipidique de Serratia marcescens. 

En conclusion, la cortisone exerce une action protectrice chez les 
souris inoculées avec des antigénes glucido-lipidiques ou avec des 
germes possédant cet antigéne, tels que Salmonella typhi, Neisseria 
meningitidis. Par contre elle ne protége pas les souris infectées avec 
Escherichia coli et Shigella dysenteriae bien que ces germes possédent 
aussi un antigéne glucido-lipidique, ou avec Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneu- 
moniae qui n’en possédent pas. Elle est également sans action contre 
les exotoxines diphtérique, tétanique et dysentérique. 

Doit-on déduire de ces faits que la cortisone exerce une action protec- 
trice seulement sur les germes tuant l’animal par l’intermédiaire de 
leur antigéne glucido-lipidique, et est « dépressive » ou sans action sur 
les germes qui doivent leur nocivité 4 un autre facteur, une exotoxine 
par exemple ? C’est une hypothése qui nous semble intéressante a 
vérifier. 
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DU ROLE FIXATEUR DES PHAGOCYTES 
POUR LES PRODUITS TOXIQUES 
CYTO-NOCIVITE 


par L. DUCHON. 


(Laboratoire de Secteur Hopital Trousseau.) 


Tout au long des différents exposés sur les applications déductives de 
la méthode d’étude et de mesure du _ conflit cellules-micro-orga- 
nismes [4] nous avions, quant aux résultats, formulé une réserye en 
excluant les sangs « sous |’influence des antibiotiques ». A priori, et 
se référant aux travaux connus, 1l’élimination des antibiotiques est 
pratiquement immédiate, Glimination toutefois partielle puisque pour 
la pénicilline, par exemple, 20 p. 100 ne sont pas restitués. Elimination 
done rapide qui est vraie quant aux explorations sériques, mais qui 
parait inexacte quant aux explorations cellulaires, celles-ci paraissant 
révéler une fixation de ces produits sur la cellule. 

Cette fixation de |’antibiotique, tel la pénicilline, sur les phagocytes, 
parait se répartir en deux phases : lune qui s’étend aux premiers mois 
qui suivent la prise du toxique, l’autre qui s’étend au dela. Kn effet : 

Premiére phase. — Nous avons été conduit, a tort ou A raison, en 
raison de la complexité des facteurs, qui peuvent entrer en jeu, A 
explorer cette phase par l’observation d’une certaine fréquence de la 
pauvreté des cultures de ces sangs chauffés. Ces sangs, qui par ailleurs 
nous montraient une disparition totale des cellules sous J influence 
combinée du chauffage qui neutralise la cellule [2] et de l’action cyto- 
lytique des micro-organismes, paraissaient nous indiquer que par cette 
destruction une activité antibiotique était libérée. 

Cette hypothése de la présence de l’antibiotique fixé, a paru trouver 
yérification dans l’expérimentation suivante : 

xevenons a l’expérience exposée lors de l’éltude de Ja sensibilité des 
phagocytes aux toxines [3]. Mais cette fois utilisons concurremment 
sangs normaux et sangs « sous influence » compris dans un délai 
variable, véritable facteur individuel, apparaissant apres 1 'élimination 
de Vantibiotique sérique (c’est-d-dire quelques heures 4 trois 4 quatre 
jours) et allant jusqu’’ plusieurs mois aprés la prise de l’antibiotique. 

Sang « sous influence » comprend aussi les sangs de donneurs ayant 
recu Lantibiotique par voie buccale. 

Ayons done a notre disposition et dans les mémes conditions : 

une suspension microbienne (Slreptococcus hemolyticus), 

une dilution de pénicilline 4 10—!° préparée avec cette suspension, 

et par sang étudié 6 tubes de 1 cm? de sang défibriné : 

3 tubes recoivent I goutte de la suspension (tubes témoins), 

3 tubes recoivent I goutte de la dilution de pénicilline, 

Etuye, agitation, ensemencement. 
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_ Constatations. Sangs normauz. — Comme nous lavons alors montré 
Vactivité toxique, inhibant lactivité bactéricide des phagocytes, se 
révéle par le chiffre des tubes A pénicilline pratiquement toujours 
supérieur & celui des témoins, observation commune pour toutes les 
toxines. : 

Sangs « sous influence ». Le chiffre obtenu pour ces mémes tubes, 
au cours de cette phase, est au contraire pratiquement toujours infé- 
rieur @ celui des témoins. (1). 

A notre sens ceci exprime que, a son activité propre, le phagocyte 
ajoute celle d’une certaine quantité d’antibiotique qu’il a fixée lors 
des prises et de fagon quasiment indé!ébile quant A l’activité de l’anti- 
biolique (ce qui évidemment avec la pénicilline n’est pas sans sur- 
prendre) puisque, pour ces seuls sangs, une dose infinitésimale d’anti- 
biotique venant se surajouter 4 celle préalablement fixée trahit sa 
présence par l’accroissement de cette activité. 

La possibilité d’une lyse bactérienne in situ nous ramenant A ce que 
provoque un lysat microbien, qui suscite l’activité bactéricide de la 
cellule [3], paraissant éliminée du fait de l’action inhibitrice de 1’anti- 
bioque sur le phagocyte [4], du fait quand elle est observée de Vactivité 
similaire mais passive du sang chauffé (inconstance qui tient peut- 
étre d’ailleurs 4 différents facteurs dont la. quantité d’antibiotique 
fixée), du fait enfin de la fréquence de la faiblesse de l’indice de ces 
sangs [2]. (Remarquons toutefois que ici l’antibiotique fixé inter- 
venant pour donner des cultures pauvres, l’indice peut subir des 
perturbations et de ce fait nous est apparu a cette phase souvent 
imprécis). 

Cette fixation de l’antibiotique sc traduit encore A cette phase par 
la persistance de cette perturbation qu’apporte le toxique sur l’activité 
bactéricide du phagocyte que nous venons de rappeler et que nous 
allons retrouver au cours de la deuxiéme phase. 

Deuxiéme phase. — La constatation de cette perturbation reste seule 
i individualiser cette phase. Cette phase fait suite insensiblement 4 la 


st 


premicre ; nulle précision ne saurait étre retenue quant a son éyo- 


lution : suivant le sang elle peut s’observer durant des mois et des 
mois. 

Pour le révéler faisons appel : 

1° A Vune des expériences sur la sélectivité [4]. 

Par sang « sous influence », préparons 6 tubes de sang défibriné 


(1) Dans les expérimentations de ce type le séjour 4 l’étuve peut étre pro- 
longé pour certains sangs. Ce n’est plus la confrontation des réactions d’un 
sang i autre que nous recherchons, mais la confrontation des réactions du 
méme sang placé dans des conditions différentes. Nous avons dit ante- 
rieurement, en effet, que les numérations culturales donnant des chiffres 
faibles ne donnaient pas de précision ; ceci ne tient pas A une faiblesse de 
la méthode mais A une activité parfois trés puissante des phagocytes qui 
ne liberent que Jentement Jes rares micro-organismes qu’ils n’ont pu lyser 
comme on peut s’en rendre compte sur lames. Pour ces sangs, done tres 
actifs, ’examen des frottis ou la coloration du sang avec certaines souches 
sont de pfécieuses indications A laisser 4 ]’étuve encore plusieurs heures et 
fréquemment jusqu’au lendemain. Les résultats illusoires de ces sangs 
deviennent alors des résullats coordonnés, précis. 
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3 tubes recoivent spécifiquement I goutte de suspension microbienne 
(Steptococcus hemolyticus) tubes témoins. 

3 tubes recoivent spécifiquement I goutte de dilution 4 10—* ou 10—° 
de lysat microbien (soit ici lysat de Streptococcus hemolyticus) préparée 
avec cette suspension. 

Etuve, agitation, cnsemencement. 

Constatations. — Avec une fréquence trés grande le chiffre obtenu 
avec les tubes a lysat est supérieur &.celui des tubes témoins. Fait 
sans analogie avec ce que l’on observe avec les sangs normaux, Ceci 
parait donc préciser la persistance de Vinhibition de la fonction cellu- 
laire par le produit toxique au-deld de la phase précédente d’anti- 
biotisme. 

2° A la recherche de l’indice d’activité cellulaire (redevenu yvatab!e 
ici, dés la disparition de l activité antibiotique), cet indice va nous 
apporter pour ces sangs « sous influence » un complément de précision 
sur cette perturbation. 

Confrontons donc, suivant les conditions prescrites, sangs chauffés et 
sangs non chauffés: ce qui étonne dés l’abord c’est de constater, 
quand on observe concurremment, la fréquence des chiffres élevés 
obtenus avec Jes sangs non chauffés « sous influence » et méme chez 
les infectés récents [5], par rapport a ceux obtenus ayec des sangs 
normaux. Ce qui implique évidemment pour ces sangs intloxiqués la 
fréquence d’un indice faible. Nous avons vu que |’indice faible peut 
étre observé aussi avec Jes sangs apparemment normaux (ce qui peut 
trouver explication : intoxication occulte, intoxication des porteurs de 
pathogéne), mais & lVinconstance pour les uns s’oppose la fréquence 
des autres. Fréquence qui rappelle d’assez prés ce que l’on observe avec 
les sangs des cracheurs: de bacilles de Koch explorés identiquement. 

Il est une variante de cette méthode déja utilisée pour la recherche 
de la souffrance des cellules [2], qui permet plus explicitement l’obser- 
vation de la perturbation du jeu cellulaire : 

Ayons 4 notre disposition sangs normaux et sangs « sous influence » 
et préparons par sang 12 tubes de sang défibriné dont 6 seront 
chauffés dix minutes a 48°. 

Faisons deux groupes de: 38 tubes chauffés et 3 tubes non chauffés. 

Ils recoivent I goutte de suspension faible de Slaphylococcus aureus 
(qui supporte bien les hautes températures). 

Le premier groupe est admis dans un bain-marie de glycérine pure. 

Le deuxiéme groupe est admis dans un _ hbain-marie glycériné 
+ 10 p. 100 d’eau. 

Ils sont portés céte a cote dans |’étuve que l’on régle a 41°5-42°. De 
cette fagon les sangs chaujffés des deux bains donnent des résultats 
voisins malgré le déséquilibre des températures (de 1/2 A 1° environ) 
ce qui permet d’éliminer la possibilité d’une activité sérique. 

Constatations. — Bain glycériné. A cette plus haute température, le 
jeu cellulaire s’annule. Les chiffres obtenus du sang chauffé au sang 
non chauffé marquent des différences faibles ou nulles pour tous les 
sangs. 

Bain glycériné + eau. Les sangs normaux révélent du sang chauffé 
au sang non chauffé des écarts variables mais souvent trés considé- 
rables. Ce faible écart de température est donc suffisant pour laisser 
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libre cours au jeu cellulaire. Or, pour les sangs « sous influence » 
avec une grande fréquence les écarts relevés sont faibles ou nuls. 


Nora. — Pour toutes ces expérimentations délicates, l'utilisation de 
Streptococcus hemolyticus est particulitrement commode, en raison de 
la ténuité de ses colonies qui permet des numérations faciles et précises. 
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DU ROLE CONCENTRATEUR DES PHAGOCYTES 
POUR LES PRODUITS TOXIQUES 


par L. DUCHON. 


(Laboratoire de Secteur Hépital Trousseau.) 


Concurremment au role fixateur ci-dessus exposé, le phagocyte 
semble doué d’un certain pouvoir concentrateur des corps toxiques. 
Ce qui semble en somme apparaitre comme un corollaire de la phago- 
cytose. Ein effet : 

1° Ayons a notre disposition des sangs normauz ct pour chacun d’eux 
préparons 6 tubes de 1 cm4 de sang défibriné. 

3 tubes recoivent I goutte de suspension microbienne (témoins). 

3 tubes recoivent I goutte de dilution A 1/30000 de pénicilline 
préparée avec cette méme suspension (c’est-a-dire a un titre ot l’activité 
antibiotique n’est pas totalement stérilisante ni totalement nulle [4]. 

Etuve, agitation, ensemencement. 

Constatations. — Les sangs ne répondent pas uniformément : les 
chiffres obtenus avec les témoins sont évidemment différents eu égard 
a l’activité propre de chacun des sangs mais, de plus, si nous con- 
frontons deux témoins ayant des chiffres équivalents il ne s’en suit 
pas pour autant que les chiffres des tubes a pénicilline soient eux- 
mémes équivalents et souvent l’on observe des différences trés sensibles. 
Cette variation nous parait donc impliquer une concentration cellulaire 
différente de |’antibiotique. 

D’autant plus que si avec ces mémes sangs chauffés, on reprend 
identiquement cette expérience (sauf nécessairement la concentration 
de la suspension microbienne) on constate que, la pénicilline agissant 
ici comme dans un milieu inerte, les différences obtenues sont alors 


peu marquées, uniformes. 
1° Réalisons la méme expérience, toujours avec des sangs normaux, 
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mais cette fois en préparant 15 tubes de sang, dont 3 tubes témoins, 
et les autres 3 par 3 recevant une dilution de pénicilline 4 10—°, 10—*, 
WSU Ns KS 

Nous constatons que d’un sang Aa l’autre se révélent des différences 
de comportement : un sang des le titre de pénicilline 10—° peut donner 
un chiffre supérieur 4 celui du témoin tandis qu’un autre donnera des 
chiffres qui a 10—*, 10—’, 10—*%, voire 10—® resteront injférieurs a 
celui du témoin. Et, en général (ce qui n’est pas absolu) plus un sang 
révele un chiffre de témoin bas, c’est-a’-dire plus son activité cellulaire 
est grande, plus la propriété de concentration de l’antibiotique par la 
cellule est importante puisque l’activité de l’antibiotique apparait avec 
une dilation d’autant plus forte. 

Inversement, un chiffre élevé du témoin impliquant une activité 
cellulaire réduite va, bien souvent, avec des chiffres révélant une 
activité trés réduite de l’antibiotique (se rapprochant alors de son 
activité en milieu inerte) comme si une quelconque saturation cellu- 
laire était exclusive. 

2° Pratiquons cette méme expérience mais avec des sangs « sous 
influence » & la premiére phase, mais au titre de pénicilline de 10 — ® 
et méme plus faible. Nous savons qu’a ce titre la pénicilline, en milieu 
inerte, ne révéle pas d’action antibiotique. Or, nous venons de voir 
au sujet du réle fixateur que ces sangs révélaient dans ces conditions 
une activité antibiotique. 

Nous ne voyons d’autre explication A ces faits qu’une manifestation 
du jeu cellulaire avec concentration intracellulaire qui éléve au contact 
des germes phagocytés le titre de l’antibiotique fixé jusqu’&’ une dose 
effectivement plus nocive. 


Il semble done bien, par ces preuves accumulées, qu'une intoxi- 
cation, quelle qu’en soit la nature d’ailleurs ou l’origine, puisse avoir 
des effets plus ou moins lointains sur la fonction de défense des phago- 
cytes, cellules qui nous apparaissent comme une véritable « éponge » 
des humeurs et tout comme cet organisme paraissent avoir un pouvoir 
absorbant limité par le degré de saturation préalable. Constatations 
qui nous semblent, d’une fagon trés générale, faire écho aux phéno- 
menes A retardement observés dans la bio-pathologie des infections em 
ce qui concerne le domaine de l’immunité. 

Nota. — La pénicilline seule mise en cause au long de ces expé- 
rimentations, la été par simple commodité, 

En résumé, ces expérimentations nous apparaissent attribuer au 
phagocyte une sensibilité fixatrice et concentratrice a l’égard des 
corps toxiques circulant dans les humeurs. Fixation qui se retrouvant 
dans le temps est susceptible de perturber le mécanisme de la défense 
antimicrobienne. 
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COLLAGENASES ET PROCOLLAGENASES 


par J. BRISOU. 


(Ecole d’Application des Médecins de la Marine. 
Hépital Sainte-Anne, Toulon.) 


I) n’y a pas lieu de reprendre ici ce qui a déja été dit sur les colla- 
génases des microbes anérobies de la gangréne gazeuse. On en trou- 
vera l’essentiel dans les articles cités en référence [4, 2, 3]. Mais il faut 
souligner et préciser des conclusions qui se sont trouvées renforcées 
par les conversations que nous avons pu avoir lors du récent Congrés 
de Biochimie (Paris, juillet 1952) avec les quelques spécialistes qui 
portent intérét aux collagénases. La solution du probléme est liée a 
la rigueur de certaines définitions. 

Les deux réactifs restant finalement en usage pour la détection 
des collagénases sont le « Collagéne A » de Nageotte et Guyon et le 
collagéne que Vanamée et Porter [4] nomment collagéne natif. Ce 
dernier substrat n’est aulre que le collageéne des chimistes et des 
histologistes, le collagéne réellement organisé en tissu. 

Ceux qui font choix du _ collagéne A, concluent Aa la sécrétion de 
collagénases par Welchia perfringens et Cl. histolyticum (Oakley, 
Delaunay et coll. [4, 2]). 

Si l’on fait appel au collagéne natif, on doit conclure que seul 
Cl. histolyticum provoque la dissolution du collagéne (Jennisson, 
J. Brisou [3, 5]). 

Le probleme ne fera certainement pas un pas de plus tant que 
V’accord ne sera pas réalisé sur les deux réactifs. 

Autrement dit, le collagéne A est-il bien du collagene ? 

En s’appuyant sur les données de l’analyse chimique, sur les bilans 
des produits d’hydrolyse, on peut se rendre compte que si les 
collagéne A et le collagéne natif offrent sensiblement le méme taux 
d’azote, leur composition chimique est déja différente. Le travail 
d’Orekhovitch [6] est particulitrement démonstralif a ce sujet. Le 
collagéne A ne contient pas de tyrosine, alors que le collagéne en titre 
de 0,6 4 1,4 p. 100. Il est plus riche en histidine que le collagéne 
natif (2,5 Aa 2,9 au lieu de 0,8 a 1,2). Enfin il contient moins de 
phénylalanine, de proline et d’oxyproline. 

Les diagrammes aux rayons X, les recherches effectuées 4 l'aide du 
microscope électronique montrent également des différences. 

Les propriétés physiques accusent encore les contrastes. Le colla- 
gene A est en effet soluble dans l’eau acidulée, il est méme cristalli- 
sable alors que le collagtne natif est rigoureusement insoluble. Il faut 
donc se rallier A l’heure actuelle aux conclusions d’Orekhovitch [6]. 

Le tissu conjonctif des vertébrés contient un groupe spécial de 
protéines que ]’auteur appelle les « Procollagénes ». Ces procollagénes 
font partie de la méme classe de protéines que le collagéne, mais s’en 


Annales de UInslitul Pasteur, t. 84, n° 2, 1953. 30 


464 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


distinguent « par la composition chimique et plusieurs propriétés 
physico-chimiques ». 

On peut envisager les procollagénes comme des précurseurs biolo- 
iques des collagénes dans l’organisme animal. 

Dans la peau (et sans doute aussi dans les autres tissus), existent une 
série de protéines qui, par leurs propriétés occupent une place inter- 
médiaire entre les procollagénes et les collagénes. On doit les envisager 
comme des formes de passage entre procollagénes et collagénes. 

Miss Bowes [7] se rallie également & cette opinion et ceci ne fait que 
renforcer la thése que nous soulenons depuis plus de deux ans. 

Le terme de collagene A a été une source de confusion, car il 
s’adresse en définitive 4 une substance qui ne mérite pas l’étiquette de 
collagéne. Il va de soi que les conclusions apportées par les différents 
auteurs qui ont fait usage de ce réactif gardent leur valeur, avec cette 
restriction que les substances qu’ils ont appelé collagénases n’étaient 
parfois que des procollagénases, ainsi que nous allons le montrer. 
Le collagéne A n’est donc qu’un précurseur du collagéne. I] est un 
peu moins complexe, moins polymérisé que le collagene définitif ; il 
est pour cette raison plus accessible 4 l’action des enzymes. 


or 
5 


EXPERIMENTATION NOUVELLE. — Nous avons soumis une série de 
tissus frais a l’action de filtrats et de cultures de (Cl. histolyticum 
(souche Institut Pasteur) et de Welchia perfringens (souche Oakley) 
type A. 

Les tissus choisis ont été : 

Diaphragme de cobaye, foie, rein, rate, ganglions lymphoides et 
muscles de cobaye. 

Fibrome utérin, fragment prélevé aussit6t aprés l’intervention chi- 
rurgicale, 

Les petits fragments de tissu frais recueillis aseptiquement étaient 
rapidement rincés dans du sérum physiologique stérile, et plongés, soit 
dans quelques centimétres cubes de filtrat de culture de quarante-huit 
heures, soit dans les cultures elles-mémes. On  laissait en contact 
pendant vingt-quatre ou quarante-huit heures & l’étuve a 37°. 

A Vissue de cette incubation les tissus, de nouveau rincés au sérum 
physiologique, étaient traités par les méthodes histologiques usuelles 
(fixation au Bouin, inclusion & la paraffine, coupes, colorations élec- 
tives). 

Les résultats ont été constants : 

Les fragments soumis a l’action de Cl. histolyticum étaient ou bien 
complétement digérés, ou bien transformés en une masse gluante, 
amorphe, difficile 4 inclure et A couper. Dans ces masses, on retrou- 
vait quelques débris de fibres collagénes incomplétement digérées. Les 
fragments mis en contact avec W. perfringens restaient intacts. On 
notait seulement le ramollissement, signalé par Oakley, mais les 
coupes histologiques offraient le méme aspect que les coupes témoins : 
collagéne parfaitement colorable, bien organisé, un peu dissocié 
seulement par endroits, sans doute sous l’action de ce séjour en milieu 
liquide a 37°. 

Cette expérience de contrdle s’adressant 4 du collagéne vivant, non 
traité par les réactifs chimiques, apporte des conclusions assez nettes. 
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Elle montre bien la différence d’activité existant entre W. perfringens 
el Cl. histolyticum. Cette différence avait du reste été soulignée 
dés 1931 in vivo, par Weinberg et Randin dans des expériences 
classiques. 


Discussion. — Les microbes anaérobies de la gangréne gazeuse dis- 
posent d’une gamme étendue de protéinases agissant sur le collagéne 
hautement polymérisé et insoluble, ou sur les précurseurs de ce 
collagéne : les procollagénes. 

Cl. histolyticum est doué d’une activité trés puissante qui lui 
permet de dissoudre tous les aspects ou phases des procollagtnes et du 
collagéne. 

Il mérite bien le nom que lui donnérent Weinberg et Séguin en 1916. 
En réalité il est le seul, comme nous l’avons déja dit, A sécréter une 
collagénase. 

W. perfringens ne peut altaquer que des substances moins poly- 
mérisées encore solubles dans les acides dilués, les procollagénes 
d’Orekhovitch qui correspondent au collagéne A de Nageotte et Guyon. 
L’enzyme spécifique de l’hydrolyse de ce substrat n’est autre que la K 
toxine de Oakley, dont l’existence est confirmée par les travaux de 
M. Delaunay, M. Guillaumie et A. Delaunay. Cet enzyme rentre dans 
le groupe des « Procollagénases » que nous proposons au lecteur. 


ConcLusion. — Si les bactériologistes veulent bien admettre, comme 
le font les histologistes et les chimistes, une distinction entre pro- 
collagénes et collagénes, ils doivent envisager l’existence de deux 
groupes d’enzymes différents : « procollagénases » et « collagénases ». 

Cl. histolyticum possede ces deux types d’enzymes, tandis que 
W. perfringens ne dispose que des procollagénases K (toxine de Oakley). 

Ce point de vue admis, il ne pourra plus, semble-t-il, y avoir d’équi- 
voque. 
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LA FICHE RETICULO-ENDOTHELIALE DE SANDOR 
SEPT TYPES PATHOLOGIQUES 
DEGAGES DE L’ETUDE DE 800 SERUMS 


par Rosert VARGUES. 


Laboratoire de Baclériologie de la Facullé de Médecine d’Alger 
[Professeur Fapranr].) 


La fiche réticulo-endothéliale, réalisée selon Ja technique simplificée 
(Adner, Vargues), constitue une réaction bio-clinique simple. L’étude 
de 800 sérums de malades nous a démontré la valeur et l’intérét de 
la fiche réticulo-endothéliale. 

Technique utilisée. — Le matériel uécessaire est réduit : des tubes 
a hémolyse, un néphélométre, un appareil de mesure du pH, un jeu 
de pipettes graduées. On utilise comme réactifs : une solution tampon 
de force ionique faible (phosphate monopotassique 4a 1386 ¢ p. 1 000 
4 cm* ; soude normale ; 3,7 cm® ; eau distillée : 600 cm*) et de l’acide 
chlorhydrique N/20. 

La réaction s’effectue ainsi 


NUMERO DES TUBES 


Solution tampon encm?. . 
Sérum 
HCl N/20. . 


On agile chaque tube. Aprés une demi-heure, sur chaque tube, on 
fait une mesure néphélométrique et une mesure de pH. On dresse 
la courbe en portant en abscisse Jes pH, en ordonnée les densités 
optiques. 

Interprélation, — La courbe obtenue affecte V’allure d’une courbe en 
cloche plus ou moins réguliére que nous interprétons ainsi : le préci- 
pité obtenu dans chacun des tubes correspond aux euglobulines dont 
le point isoélectrique est voisin de celui de la dilution sérique. C’est 
ainsi qu’a pH 7,6 précipite l’euglobuline I, de Sandor [2] qui est 
une y-globuline lente, anormale. Entre pH 7 et pH 6,5  précipitent 
les y-euglobulines normales. Au-dessous de pH 5,5 précipitent seule- 
ment les g-euglobulines. Enfin, entre pH 6,5 et pH 5,5 précipitent les 
p-caglobulines en méme temps qu’une certaine quantité de y et 
o-euglobulines. 
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Il est donc facile de comparer la fiche réticulo-endothéliale du malade 
avec celle des sujets sains et de déterminer quelle fraction euglobu- 
linique se trouve modifiée. 

Résultats cliniques et expérimentaux. — La figure ci-jointe représente 
7 types différents que nous avons observés en clinique humaine et dont 
certains ont été retrouvés dans l’expérimentation sur animaux. I] est 
évident que les recherches poursuivies sur la fiche réticulo-endothéliale 
permettront de distinguer d’autres types. 

Le type I, caractérisé par la présence de quantités importantes 
d’euglobuline I,, et par une forte prédominance des euglobulines de 
pH élevé, se rencontre dans le kala-azar infantile, dans le paludisme 
humain et dans le paludisme du rat a Pl. berghei [3]. 

Le type II est comparable au type I, quoique l’hyper-y-euglobulinémie 


Les sept types pathologiques de fiche récitulo-endothéliale 
(en pointillé, la courbe de réterence normale). 


soit moins marquée. Il se trouve dans les cirrhoses du foie, les endo- 
cardites bactériennes (Osler), l’insuffisance cardiaque. 

Le type II représente le type f-euglobulinique pur. En effet, la 
courbe suit la courbe normale au-dessus de pH 6,5 et au-dessous de 
pH 5,5 : les y et g-euglobulines sont donc normales. Ce type a été 
trouvé dans de nombreuses maladies, en particulier : athérosclérose 
clinique et expérimentale [4], diabéte, cancer. Le sérum de la femme 
enceinte & terme correspond aussi a ce type. 

Le type IV est trés caractéristique par la diminution importante des 
y-cuglobulines et par la présence presque exclusive d’g-euglobulines. 
C’est la fiche réticulo-endothéliale typique de la néphrose lipoidique 
(notons cependant que certains syndromes néphrotiques nous ont 
fourni le type III). 

Le type V témoigne d’une légére diminution des y-euglobulines et 
de la prédominance des £ et o-euglobulines. Il se rencontre dans les 
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syndromes de blocage du systéme réticulo-endothélial (en particulier 
dans la période d’invasion des maladies infectieuses). 

Le type VI « coiffe » Ja courbe de référence normale. Nous avons 
trouvé principalement dans la tuberculose pulmonaire et nous l’inter- 
prétons comme une augmentation des y et o-euglobulines. 

Le type VII, enfin, est physiologique : c’est la fiche réticulo-endo- 
théliale du sérum de nouveau-né. On constate une moins grande quan- 
tité d’euglobulines, avec cependant prépondérance des euglobulines de 
point isoélectrique élevé (y-euglobulines). 

Par conséquent, comme Adner [4], dans tous ces cas, nous remar- 
quons gue les indications fournies par la fiche réticulo-endothéliale 
recoupent celles données par l’analyse électrophorétique du sérum. Les 
deux méthodes font, en effet, appel & la charge électrique des pro- 
téides ; toutes deux aussi mettent en jeu une technique non déna- 
turante. La netteté des résultats pose le probléme des relations entre 
euglobulines et pseudo-globulines, puisque les premiéres suivent, dans 
les cas étudiés, les mémes variations que le systéme globulinique total. 

Insistons sur le fait que les indications données par la fiche réticulo- 
endothéliale ne sont pas seulement qualitatives, mais encore quanti- 
latives, ce qui permet de suivre chez un malade J’évolution de la 
maladie. . 

Significalion biologique de la fiche réticulo-endolhéliale. — Des le 
début de ses recherches, Sandor [5] a insisté sur le fait que la courbe 
de précipitation des euglobulines représente les modifications du 
mésenchyme producteur de plasma. D’ot le nom de « Tiche réticulo- 
endothéliale ». 

La déviation de la courbe vers la région alacaline (types I et II) 
correspond & une hyperplasie du réticulo-endothélium. Le fait est 
évident en clinique humaine (parasitoses, septicémies, réaction réticu- 
laire des cirrhoges) ; il a été démontré expérimentalement par Sandor 
dans la maladie sérique [6]. 

Au contraire, la déviation dans la région acide correspond » un 
blocage de ce systéme. En effet, le type V se trouve dans les syndromes 
de blocage. Expérimentalement, Wesley et Sandor ont vu « l’acidifi- 
cation » se produire sous l’effet du bleu trypan [7]. Nous-méme avons 
observé la transformation du type I en type V dans le paludisme du 
rat sous l’effet de fortes doses de cortisone. 

Pour les autres types, la signification donnée par Sandor peut 
éclairer la pathogénie de certaines affections : c’est ainsi que, dans 
l’athérosclérose, on peut admettre avec Leary que l’athérome se réalise 
d’abord dans les cellules du mésenchyme pour se déposer ensuite dans 
Vintima des vaisseaux. 


CONCLUSION. 


La fiche réliculo-endothéliale de Sandor permet une étude simple, 
précise et peu coditeuse des euglobulines sériques. En clinique, nous 
avons pu juger de son intérét dans le diagnostic, le pronostic et l’obser- 
vation thérapeutique de nombreuses maladies. Expérimentalement,. elle 
constitue une méthode de choix, 4 cause de la rapidité de la tech- 
nique. Son intérét dans 1’étude pathogénique des troubles morbides 
recoit déja de nombreuses vérifications. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de lInstitut Pasteur. 


Etude préliminaire de la microfiore sulfureuse du Bassin 
d’Enghien-les-Bains, par M™* H. Winocrapsxy, J. Apprrr et 
Mle A. Pxxssis. 


Immunologie de l’hémolyse. II. Immunisation anti-hémolytique, 
par R. Laporte, L. HarpRe pe Looze et R. SmLarp. 


Etude du glycogéne extrait de Bacillus megatherium, par 
C. Barry, R. Gavarp, G. Minuaup et J.-P. Auserr. 


Recherches sur les agglutinines hétérologues des sérums 
antistaphylococciques. III. Etude de la spécificité des types 4, 
5 O,4409,09) par J. Prperret) BOR TA 


Sur l’activité et la croissance des bactéries anaérobies sulfato- 
réductrices, par J. SEnez. 


Anémie hémolytique expérimentale par hétéro-immunsérum 
chez le chien. Mise en évidence, a l’aide de la réaction 
directe de Coombs, de la fixation des protéines de ]’animal 
sur ses propres globules rouges, par J. Samamin, C. Ropartz 
et A. EyQuEem. 


ELECTION DE NOUVEAUX MEMBRES 


MM. Lamensans, Villecourt, van Oye, de Ruyck, Demarchi, Kirsche, 
le médecin général Vaucel, les médecins commandants Pellissier et 
Prévot, les médecins capitaines Arnoult, Seys et Voelckel, sont élus 
membres de la Société Francaise de Microbiologie. 
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Séance du 4 décembre 1952.-: 


Présidence de M. GASTINEL. 


COMMUNICATIONS 


ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE 
DE L’ISONICOTINYLHYDRAZONE 
DE L’ALDEHYDE P. PHENOXY-ACETIQUE (G. 594) 


% 


par C. LEVADITI et A. VAISMAN. 


(Institut Alfred-Fournier.) 


Dans des notes antérieures [4] nous avons étudié, aussi bien in vilro 
qu’in vivo (souris et cobayes), l’activité antituberculeuse de Jl isonico- 
tinhydrazide (INH). Toléré per os A-la dose de 2 & 3 mg (par souris 
de 20 ¢), ce corps offre un pouvoir bactériostatique manifeste sur le 
B kK. H,,Ry, a la concentration de 5 4 10 wg par litre. Il est susceptible 
de créer des mutants résistants avec une extréme aisance, les germes 
rendus réfractaires 4 la streptomycine se révélant, cux aussi, partiel- 
lement résistants & 1’INH. Voici, par ailleurs, un abrégé de lintensité 
de son pouvoir curatif chez les souris tuberculisées au préalable (1) 
Dose quotidienne de 0,5 mg. Mortalité: 0 p. 100. Degré de la bacillose 
pulmonaire [T. B. P.| (2) : 0 & + —— : 100 p. 100. Souris témoins : 
Mortalité: 100 p. 100. T.B.P.: de +4 o =100 p. 100. L’ensemble 
de ces constatations montre que l’INH offre une tolérance faible, qu’il 
est intensément bactériostatique ct que son pouvoir curatif anti- 
tuberculeux atteint un degré remarquable. Ajoutons que ce pouvoir, 
qui est stérilisant lorsque la médication est utilisée dés le lendemain 
de la contamination bacillaire, s’amenuise si la cure est appliquée 
le vingt et uniéme ou le trente et uni¢éme jour, mais il n’empéche pas 
Vapparition de récidives lorsque la thérapeutique est supprimée. 

Or, au cours de ces recherches, notre attention fut attirée par l’acti- 


(1) Injection intraveineuse de 1 mg B. K. (culture 4gée de 30 jours en 
milieu Léwenstein). 


(2) T B.P. : Taux bacillaire du tissu pulmonaire (coupes), 
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vité antiluberculeuse de lisonicotinylhydrazone de Valdéhyde p.phé- 
noxy-acetique, préparé par A. Girard, et dont voici la formule : 


H 
| 
CONH —N=C 
ae 
o 
N OCI2COOH 


On lira ci-dessous les propriélés biologiques de ce corps, en compa- 
raison de celles de INH. 

I. Tolérance prR os chez la souris: plus de 50 mg par animal de 
20 g, donc bien supérieure & celle de VINH. II. Activité bactériostatique 
(BK. H,,Rv ; milieu de Dubos) : 500 ug, effet total ; entre 250 et 5 ug. 
effet partiel. III. Activité préventive et curative. 1° Souris témoins, non 
traitées : Mortalité: 100 p. 100. T.B.P.: de+++aA wm = 100 p. 100. 
2° Souris traitées: a) Dose quotidienne de 0,2 mg. Mortalité nulle. 
T. B.P.: 0 &+—— = 80 p. 100. b) Dose quotidienne de 0,1 mg. 
Mortalité : 0 p. 100. T. B. P. : de 0 4 + — = 100 p. 100. [Dans un der- 
nier essai, par suite d’une infection tuberculeuse par trop massive, le 
T. B.P. est apparu supérieur.| c) Dose quotidienne de 0,050 mg. 
Mortaliter (opel 005m Ba Pas ato — LOOP ps LOO: 


Comparaison avec VINH. — a) Dose quotidienne de 0,5 a 0,1 mg. 
Mortalité : 0p. 100. T. B. P.: 0&4 + — = 100 p. 100. b) Dose quotidienne 
de 0,05 mg. Mortalité: 0 p. 100. T. B. P.: 0 & +— = 90 p. 100. c) Dose 


quotidienne de 0,025 mg. Mortalité: O p. 100. T.B.P.: + a 
+--+ == 100 p. 100: 

L’ensemble de ces données montre que lisonicotinylhydrazone de 
Valdéhyde p.phénoxy-acélique (G. 594) est manifestement mieux toléré 
chez la souris que 1INH, son pouvoir bactériostatique est inférieur 
‘ celui de ce dernier composé et ses qualités curatives antituberculeuses 
(évaluées en tenant compte des poids moléculaires respectifs, soit 137 
pour 1’7JINH et 299 pour le 594), 4 en juger par la survie des animaux 
et le taux bacillaire pulmonaire, sont indiscutables, quoique quelque 
peu inférieures a celles de VINH. Quoi qu’il en soit, la supériorité de 
sa tolérance pour la souris (50 mg au lieu de 2 4 3 mg pour |’INH), 
malgré sa légére infériorité curative, suggére l’opportunité de lutili- 
sation du 594 en thérapeutique, et cela d’autant plus que ce dérivé 
offre une aptitude beaucoup moins marquée a créer des mutants 
réfractaires (de 1 wg & 75 wg en quarante-deux jours, soit une résistance 
augmentée de soixante-quinze fois pour le 594, alors que pour l’INH, 
cette résistance passe de 0,01 pg a 250 ug, soit vingt-cing mille fois 
plus @ans le méme laps de temps). 


Conetuston. — Liisonicotinylhydrazone de laldéhyde  p.phénoxy- 
acétique (G. 594) se révéle comme un dérivé antituberculeux intéressant 
du point de vue biologique, surtout par sa trés bonne tolérance, associée 
aux effets curatifs qu'il exerce sur le plan expérimental., 
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INFLUENCE DE LA LUMIERE DIFFUSE 
SUR LA VITALITE DU BCG 


par Francoise SENECHAL. 


(Institut Pasteur, Service du BCG.) 


Il y a quelques mois, le Builetin de OMS faisait paraitre deux articles 
de Edwards, Dragsted ct Tolderlund, relatifs 4 leffet de la lumiére 
sur le vaccin BCG. . 

D’aprés les résultats obtenus par ces auteurs, une heure d’exposition 
a la lumiére directe du soleil réduirait le nombre de bacilles vivants 
au milli¢me et, apres quatre heures, tous les germes seraient tués ; 
l’action de la lumiére du jour et celle de la lumiére diffuse 4 lintérieur 
d’une piece produisaient les mémes effets, mais apres une durée d’expo- 
sition plus longue. Néanmoins, une heure d’exposition a la lumiére 
& Vintérieur d’une piece suffirait & réduire aux 2/3 le nombre de 
bacilles vivants. S’appuyant sur ces faits, le Serum Institute de Copen- 
hague prépare désormais le vaccin BCG a l’abri de Ja lumiére. 

Impressionnés par ces résultats et par la sanction pratique qui en 
découle, nous avons repris cette méme étude en nous bornant a l’action 
de la lumiére diffuse, 4 l’intérieur d’une piéce, essayant d’en préciser 
les limites. 

Le vaccin préparé dans la quasi obscurité -— A i’abri de toute source 
lumineuse naturelle et artificielle — a été exposé par la suite A ia 
lumiére diffuse, prés d’une fenétre, d l’abri du soleil. Pour trois des 
expériences répétées du mois d’avril au mois de juin, les conditions 
de luminosité du laboratoire ont été identiques, le BCG étant exposé 
a une lumiére d’intensité croissante au cours de la journée. Dans un 
cas seulement, l’intensité lumineuse a été mesurée au photometre et 
maintenue constante (15 bougies) tout au cours de l’expérience. 

Un échantillon de vaccin gardé a l’obscurité, dans les mémes condi- 
tions de température, servait de témoin de facon A mettre en éyidence 
les autres facteurs susceptibles d’agir sur la vitalité des hacilles, tels 
que température ou nature du liquide de suspension. 

Les durées d’exposition 4 la lumiére se sont échelonnées de une demi- 
heure & sept heures et demie. Toutes les heures, des dilutions allant 
de 1/10 000 de milligramme par centimétre cube A 1/10 000 000 ont été 
préparées avec le vaccin exposé a la lumiere et simullanément avec la 
suspension témoin. Chacune de ces dilutions a été ensemencée sur 
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milieu de Léwenstein-Jensen et sur milieu de Youmans au sérum 
Vinoculum étant dans les deux cas de V gouttes. 

Ces ensemencements ont montré, en milieu liquide comme sur milieu 
solide, que, au cours des cing premiéres heures, action de la lumieére 
diffuse est tout a fait négligeable. Par exemple, en milieu de Youmans, 
4 la dilution au millioniéme de milligramme, nous avons obtenu aprés 
cing heures un développement aussi abondant qu’aprés une heure 
d exposition. 

Le milieu de Léwenstein se préte moins bien que le milieu de 
Youmans, a des contréles de grande précision, chaque colonie ne corres- 
pondant pas toujours 4 un seul bacille, mais le plus souvent A un 
amas. Aussi les chiffres que nous donnons comme exemple, sous toute 
réserve, n’ont-ils pas de valeur absolue : 


A la dilution au cent milliéme de mg: 
Aprés 1/2 heure d’exposition, nous avons observé . 412 colonies. 
Aprés 1 heure d’exposition, nous avons observé. . 18 — 
Aprés 3 heures 30 d’exposition, nous avons observé 8 — 
Aprés 4 heures d’exposition, nous avons observé . 44 — 
Aprés 5 heures d’exposition, nous avons observé . 8 — dont plusieurs 
confluentes. 


C’est examen d’ensemble des cultures, les dimensions des colonies 
et leur confluence qui nous ont permis d’affirmer que, pendant les 
premieres heures, le nombre de bacilles vivants n’était pas modifié. 
Le pouvoir bactéricide ne se manifeste qu’d partir d’un temps d’expo- 
sition de cinq heures, uniquement dans le cas d’intensité lumineuse 
croissante, et de facon assez discréte. La culture est restée négative dans 
le milieu de Youmans au dela du 1/10000 de milligramme, dilution 
pour laquelle le développement était encore trés_ satisfaisant. Sur 
milieu de Lowenstein, 4 la dilution du 1/100 000 de milligramme, le 
nombre de colonies s’est abaissé entre cing heures et sept heures trente 
d’exposition a 6, 4 puis 2 colonies. 

Par contre, l’expérience poursuivie avec une intensité lumineuse 
maintenue constante — a 15 bougies — n’a pu mettre en évidence 
la moindre action bactéricide au cours de sept heures d’observation. 
En milieu de Youmans ensemencé avec 1/10 000000 de milligramme 
de BCG soumis a sept heures d’irradiation, la culture s’est développée 
avec autant de rapidité et de richesse que celle du vaccin exposé seu- 
lement trente minutes. 

Un controle analogue a été fait chez l’animal. Nous avons inoculé 
xX un lot de 6 cobayes, par voie intrapéritonéale, 20 mg de BCG exposé 
pendant une heure, quatre heures et sept heures a la lumiére diffuse 
(15 bougies). Un deuxiéme lot de 6 cobayes inoculés par la méme voie 
a Vobscurité servait de témoin. Un troisitme lot de 6 cobayes avait 
recu 20 mg de BCG tué par la chaleur, afin de nous assurer que la 
réaction au niveau de l’épiploon ne pouvait étre provoquée aussi par 
des bacilles morts et qu’elle pouvait ainsi constituer un témoignage 
de la vitalité des bacilles. 

Tandis que les cobayes des deux premiers lots ont réagi indistincte- 
ment avec la méme intensité, c’est-d-dire avec la méme hypertrophie 
splénique et sensiblement le méme nombre de nodules caséeux sur 
l’épiploon, Vautopsie des 6 cobayes inoculés avec des bacilles morts 
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na montré que des Iésions épiploiques extr¢émement discrétes, sans 
splénomégalie. 

Quant & la lumiére directe du soleil, nul doute qu’elle possede un 
haut pouvoir bactéricide. A. Calmeltte dans « Infection bacillaire et 
la Tuberculose » rapporte que « déja en 1890, dans une communication 
au Congrés international de Berlin, Robert Koch avait signalé que les 
bacilles tuberculeux meurent assez rapidement lorsqu’ils sont exposés 
\ Vaction directe des rayons solaires, et plus lentement a la lumiére 
diffuse. Les cultures y sont trés sensibles. Deux heures d’insolation 
en été suffisent pour les rendre stériles. » 

Méme en admettant que linfluence de la lumiére diffuse se mani- 
feste AX partir de cing heures d’exposition, les opérations de préparation 
et de mise en ampoules ne dépassant jamais un maximum de trois 
heures, nous estimons que ces résultats ne justifient pas l’obscurcis- 
sement en laboratoire. 


DETERMINATION PRATIQUE, 
BASEE SUR L’ETUDE DU pH, DE L'INFECTION 
DU LIQUIDE ALLANTOIQUE DE L’@EUF EMBRYONNE 
INOCULE DE VIRUS GRIPPAL 


par B. FAUCONNIER. 


(Centre National de la Grippe. Service de R. Dusarric pE LA Riviere, 
Institut Pasteur.) 


C’est & 1945 que remontent les premiéres Gtudes sur les variations 
du pH du_ liquide allantoique des ceufs embryonnés normaux, et 
infectés par un virus grippal. Mc Lean, aux Etats-Unis [4], remarquait 
alors gu’une souche de virus B cultivait mieux A 35° qu’da 39° 
et, yu’en méme temps, le liquide allantoique présenlait en moyenne 
un pH plus élevé dans les ceufs placés 4 35°. En 1948, Parodi et ses 
collaborateurs, en Argentine [2], montrérent avec une souche A locale, 
qu'il existait une différence notable entre le pH des liquides infectés 
ct normaux ; cette différence pouvait atteindre une unité pH en 
moyenne entre la soixante-douziéme et la quatre-vingt-seizitme heure 
aprés Vinoculation. En 1950, au Canada, Polley [8], étudiant les 
variations des propriétés du liquide allantoique normal au fur et 
a mesure de son vicillissement, montra l’abaissement progressif du 
pH qui passe de 7,9 en moyenne pour des ceufs de 10 jours, A 5,6 en 
dix-huit jours. Le stockage des ceufs & 4° avant le prélévement 
augmente légérement le pH. 

A lage ot les ceufs embryonnés sont habituellement ouverts pour 
le prélévement du liquide allantoique, c’est-i-dire vers les treiziéme ou 
quinziéme jours (quarante-huit a soixante-douze heures aprés inocula- 
lion), Je pH de ce liquide allantoique est, en moyenne, sur un grand 
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vombre d’ceufs, plus éleyé que celui d’ceufs non inoculés de méme 
origine. Mais cela ne signifie pas que si l’on prend chaque ceuf en 
particulier, le pH d’un liquide allantoique normal ne soit pas plus 
élevé que celui d’un ceuf virulent. Polley [3], a trouvé que sur 
30 ceufs de 15 jours, le pH pouvait varier d’un ceuf A l’autre de 5,5 
a 7,5, la moyenne étant 6,5. 

Il nous a donc paru intéressant de déterminer A quel moment 
100 p. 100 des ceufs ont un pH allantoique inférieur 4 7. Et, en méme 
temps, nous avons recherché quelle était 1’évolution du pH allantoique 
lorsqu’on inocule les ceufs non pas du dixiéme au douzitme jour, mais 
plus tard, au quatorziéme ou quinziéme jour de leur incubation. 

Les études comparées et faites dans les mémes conditions de tempé- 
rature ct d’humidité nous ont conduit 4 proposer une méthode simple 
de détermination de l’infection d’un liquide allantoique qui présente 
ses avantages et ses inconvénients (sur lesquels nous reviendrons) et 
qui ne nécessite que l’emploi de quelques gouttes d’indicateur de pH 
approprié. 


MATERIEL ET TECHNIQUE EMPLOyES. — Des ceufs embryonnés de 
14 jours, incubés a 38°, sont inoculés par voie allantoique avec diffé- 
rentes souches de virus grippal. Un premier lot d’ceufs est inoculé avec 
la souche A-PR 8, un second avec la souche A’ Paris 1951, un troisi¢me 
avec la souche B Paris 1951. Enfin, un quatri¢me lot est eardé comme 
témoin. Tous les lots sont placés a 35°. 

Avant inoculation, le pH de chaque liquide allantoique est recherché 
en prélevant aseptiquement quelques gouttes de liquide avec une 
seringue ; puis périodiquement, toutes les vingt-quatre heures, le 
méme examen est pratiqué. A chaque prélévement, un controle de 
stérilité bactérienne est effectué car les contaminations sont fréquentes. 
Les ceufs infectés ou morls pendant les trois jours qui suivent |’ino- 
culation sont éliminés. A chaque fois le test de l’>hémagglutination est 
pratiqué parallélement pour s’assurer de la présence ou de l’absence 
du virus dans le liquide. 


RESULTATS ET DISCUSSION DE LA MiTHODE. — Les résultats sont résumés 
dans les tableaux I et II et les figures 1 et 2. 


Tableau 1. — Moyennes des pH des liquides 
allantoiques du 14¢ au 19¢ jour. 


ee SI EE II SE BE EL I CE SLES TIED: EI SG LEY CIEE EIS | 


SOUCHES DE VIRUS 
AGE DES OEUFS , 
TEMOINS 

Soe A-PR8 A’ 1951 B 19614 
4. 7,61 66 7,74 7 
15. 1,31 7,44 7,96 6,90 
16. 6,80 7,24 7,66 6,88 
17. 6,45 7,31 7,66 7,32 
18. 6,30 7,38 7,53 7,50 
19. 6,01 7,53 7,44 7,20 


476 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TasLeau Il. — Pourcentages des liquides 
allantoiques dont le pH est supérieur a 7. 


cn SR RT SR 


SOUCHES DE VIRUS 
Ttoars TEMOINS 7 - 
ns p. 100 - # 
A-PR8 A’ 1951 B 1951 
p- 100 p. 100 p. 100 
LAE cite claim ees 45 109 100 oT 
AR Sie or a ee 81 15 100 50 
AGRI eee 30 50 400 50 
Alsen Siete seyod oe 10 | 15 100 100 
DiS Tame Sn gue cas 0 | 100 100 100 
Oe rot cet seas 0 | 100 100 100 
| 


. @ TEMOINS 
o A-PRB8 
Bn oO A‘1951 
x B I95S! 


TAR: 


65 


16) 
2 as 48 HEURES Reg e IeocuLenon 
i = MS JOURS DE L’EMBRYON 
Fic. 1. — Moyenne des pH des liquides allantoiques. 


On constate immédiatement, qu’s 18 jours, 100 p. 100 des ceufs inocu- 
lés et positifs & l’hémagglutination ont un pH supérieur & 7 et que 
100 p. 100 des ceufs témoins ont un pH inférieur 4 7. Le pH maximum 
des ceufs témoins est de 6,3 et le pH minimum des ceufs inoculés 
est de 7,2. C’est dire que prés d’une unité pH sépare les valeurs les 
plus voisines. A ce moment, II gouttes d’indicateur approprié et 
virant aux alentours de pH 7 — tel qu’une solution de rouge neutre 
a 1 p. 5000 — donnent une coloration rouge en présence des liquides 
négatifs et une coloration jaune en présence des liquides infectés. 

La méthode présente des ayantages par sa_ simplicité et par la 
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réponse immédiate qu’elle donne. Elle permet d’éviter l'emploi des 
globules rouges si l’on en manque. Elle pourrait présenter un certain 
intérét pour la détection rapide de virus poussant dans le liquide 
allantoique de l’ceuf, mais ne présentant pas de propriétés hémag- 
glutinantes (virus du rhume banal, par exemple). Ce phénoméne n’est, 
en effet, absolument pas spécifique du virus grippal. Le virus ourlien 
et le virus MC de la méningite récurrente [4] nous ont donné des 
résultats analogues. 

D’autre part, la contamination bactérienne du liquide allantoique 


100% 
<4 
bo, 
0% 
t 
Jed ‘) LG NOUe Ore BBnvene 
lic. 2, — Pourcentages des liquides allantoiques dont le pIl est supérieur & 7. 


peut donner un pH supérieur 4 7. La mort de l’embryon également. 

Les limites de la méthode sont donc a préciser. Il faut qu’il s’agisse 
d’un liquide allantoique stérile bactériologiquement, ne provenant pas 
d’un ceuf mort. Il faut également que le liquide ne soit pas prélevé 
avant le dix-huitiéme jour. i : 

Le principal inconvénient est la date tardive de Vinoculation (ceufs 
embryonnés de 14 ou 15 jours) et du prélévement (dix-huitieme jour). 
A ce moment, le liquide allantoique est moins clair et contient plus 
d’impuretés qu’: 13 jours. Cependant, comme l’a montré Parodi [2], 
la quantité de liquide allantoique est encore abondante car elle aug- 
mente, ou se maintient dans les ceufs infectés, contrairement a celle 
des cufs normaux qui tend a disparaitre. : 

Des études sont actuellement en cours afin de rendre la méthode 
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plus pratique et l’étendre & des virus autres que ceux de la grippe. 
Quoi qu’il en soit, nous pensons que, dés a présent, si les conditions 
exposées plus haut sont rigoureusement respectées, Ja méthode peut 
rendre quelques services. 


Résumé. — Nous exposons dans Je présent travail une méthode 
simple, basée sur I’étude de l’évolution du pH du liquide allantoique 
d’ceufs infectés ou non par le virus grippal. Cette méthode permet de 
détecter la présence ou l’absence d’un virus dans le liquide sans avoir 
nécessairement recours A lhémagglutination, par Jl utilisation de 
quelques goutles d’indicateur approprié. 

Les avantages, les inconvénients, les limites ct les conditions d’utili- 
sation de la technique employée sont briévement discutés. 
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CONSERVATION SUR LES RONGEURS 
DE LABORATOIRE DU VIRUS DE CARRE 
ADAPTE OU NON AU LAPIN 


par L.-A. MARTIN. 


(Institut Pasteur du Maroc.) 


Les réactions du lapin, d’une part au virus poliomyélitique [4], 
@autre part au virus de Carré [2, 3, 4], ont été décrites ailleurs. 
L’identité apparente des réactions du lapin A ces deux virus est 
confirmée par les réactions d’immunité croisée entre les deux virus 
chez cette espéce et par le fait qu’un sérum anti-poliomyélitique 
neutralise de la méme facgon un virus poliomyélitique fixé au lapin et 
un virus de Carré fixé au lapin, et que, réciproquement, un sérum pré- 
paré contre le virus de Carré neutralisera aussi bien un virus de Carré 
fixé au Japin qu’un virus poliomyélitique fixé au lapin. 

Dans ces conditions, il était 4 prévoir que le virus de Carré, adapteé 
ou non au lapin, se comporterait chez le mérion (Merivnes shawi) 
d'une fagon identique a celle du virus poliomyélitique. G. Blanc et 
nous-méme [5] avons montré la longue persistance du virus poliomyé- 
litique chez le mérion. Non seulement il est facile d’extraire des orga- 
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nes du mérion un virus poliomyélitique qui lui a été inoculé plusieurs 
mois auparavant, et de transmettre ce virus en série au lapin, mais 
encore on peut, de la méme facon, partir de jeunes mérions nés d’un 
couple de parents inoculés et eux-mémes porteurs du virus (infection 
intra-utérine ou post-natale). Il était & prévoir que des faits analogues 
seraient constatés avec le virus de Carré. 

C’est, en effet, ce qui ressort des deux exemples suivants, relevés 
parmi d’autres, ces derniéres années : 

1° Un virus de Carré H XI fixé au lapin est inoculé a son vingt- 
cinquiéme passage 4 2 mérions, le 22 février 1950. On est obligé de les 
sacrifier dix mois plus tard, le 14 décembre 1950 (ils s’étaient conta- 
minés de gale). Le virus est facilement « ressorti » de leurs organes et 
transmis @ nouveau au lapin. 

2° Un couple de mérions est inoculé avec un virus de Carré H 1X 
fixé au lapin (quatre-vingt-deuxiéme passage) le 81 mars 1950 (virus 
isolé & Casablanca). 

Nous voyons dans le tableau I que le virus inoculé a pu étre réisolé 
des jeunes nés de ce couple environ un, dcux, trois et cing mois aprés 
Vinoculation des parents. Ces jeunes mérions nés de parents infectés 
sont porteurs de virus au moins jusqu’’ l’Age de 4 mois. Par contre, 
les jeunes nés sept et huit mois aprés l’infection des parents ne sont 
pas porteurs de virus. 

Le male meurt accidentellement le 4 février 1951. La femelle 
conservée isolée est sacrifiée le 7 novembre 1952, soit trente-deux mois 
environ aprés avoir été inoculée. Le virus est isolé de ses organes et 
transmis en série sur lapin. 

Quant a la souris, elle se montre, tout comme le mérion, capab!e 


TasLeau |. — Gouple de mérion inoculé de virus Carré H IX 
fixé au lapin le 34 mars 1950. 


NOMBRE AGE 

NEE LE de PRESENCE DU VIRUS CHEZ LES JEUNES au moment 
jeunes du sacrifice 

Ae Ae : aA z » \1 jeune sacrifié le 27 avril 1950 + | 4 jour. 
Peer AI cae ie Jed iatert) yt lees juimttgso 8 4) 3. Hols. 
Se 5 +s 8 (1 jeune sacrifiéle 5juin 1950 . 0 2 jours. 
2e portée.| 3 juin 1950. > Jee) oh ee — Je 28 juin 1980 . 4-| 98 jours. 
3° portée .| 27 juillet 1950. 2 1 jeune sacrifié le 29 nov. 1950 . +] 4 mois. 
4° portée .; 27 aout 1950. 2 | jeune sacrifié le 29 nov. 1950. . 0} 3 mois. 
s F . By 1 jeune sacrifié le Sdéc.1950 .. 0] 3 mois. 
pamnrtee, | A Tsept. 1280, 5 I? — — JeiSjanv.195!. . +] 4 mois. 
j 5 5 . \1 jeune sacrifié le 8 déc. 1950 . 0| 4 jours. 
ppbomee ine Gccyi25). : a4 — — le 31 janv.41951. 0| 2 mois. 
re +e hh eas ear . {jeune sacrifié le 3 janv.1951. 0} 2 jours. 
i portée.| de janv. 1954.) 6 jy lego janv. 1951. . 0] 4 mois. 
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de multiplier et de conserver un virus de Carré adapté ou non au 
lapin sans présenter elle-méme Je moindre symptdme. 

Les exemples suivants, choisis au hasard des passages sont démons- 
tratifs : 

1° Un virus de Carré H XXI, isolé au Maroc en aott 1951, subit 
65 passages sur lapin, puis est inoculé 4 6 souris blanches le 27 mai 
1952. Cinq mois plus tard, le 25 octobre 1952, Jes souris sacrifiées res- 
lituent fidélement le virus, sans mé@me qu’au premier passage sur 
lapin il y ait eu allongement de la période d’incubation. 

2° On inocule directement A partir des organes d’un furet mort du 
virus de Carré (souche Green) des souris blanches le 15 janvier 1951. 
Wlles sont sacrifiées le 8 mars 1951, soit quarante-sept jours plus tard. 
De leurs organes inoculés au lapin on isole facilement un virus trans- 
missible en série et identifié par la suite aux autres souches de virus 
de Carré adaptées au lapin. 

Apres 5 passages sur lapin, des souris sont inoculées avec ce virus 
le 22 mars 1951. . 

Vingt mois plus tard, le 7 novembre 1952, ces souris sont sacrifiées 
et Je virus est A nouveau isolé et entretenu sur lapin. 

3° Un virus de Carré (souche Green) entretenu sur furels est ino- 
culé le 20 mars 1951 & 12 souris blanches. On en sacrifie 2 lc 
7 novembre 1952, soit vingt mois plus tard. De leurs organes inocuiés 
a 2 Japins, on isole 4 nouveau le virus. 

4° Un chien atteint de maladie de Carré naturelle (forme méningo- 
encéphalilique, symptomes de hard pad) meurt au _ laboratoire le 
14 avril] 1950, Sa moclle épiniére est inoculée d’une part a 2 lapins, 
d’autre part 2 un mérion. Les lapins réagissent et le virus est isolé 
et entretenu directement sur Japin. Par ailleurs, le mérion est sacrifié 
trente-cing jours aprés son inoculation. De ses organes, inoculés au 
lapin, on jsole une seconde lignée de virus, qui se montre en tous 
points identique A celui isolé directement sur lapin. 

Kn résumé, un virus de Carré, adapté ou non au lapin, se conserve 
de nombreux mois dans l’organisme de mérions ou de souris blanches 
sans y subir de transformations. 

Les jeunes, nés de mérions inoculés, peuvent également ¢tre porteurs 
du virus. N’ayant pas poursuivi une étude systématique de la ques- 
lion, nous ne pouvons préciser s'il en est de méme pour les jeunes 
souris nées de parents inoculés. 

Ce comportement du virus de Carré est absolument identique au 
comportement dans les mémes conditions du virus poliomyélitique 
adaplté ou non au lapin. 

Hoy a la une similitude a ajouter aux faits déjé connus quant 
& Videntité chez le lapin des manifestations dues soit au virus polio- 
myélitique, soit au virus de Carré. 
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SUR LES TECHNIQUES D'ISOLEMENT ET D'ENTRETIEN 
SUR LAPIN DES VIRUS POLIOMYELITIQUES 
RESULTATS ENREGISTRES 


par_L.-A. MARTIN. 


Unstitut Pasteur du Maroc.) 


Dans les travaux publiés en 1948 et 1950 par G. Blanc et nous- 
méme [4, 2] relatifs & la réceptivité du lapin au virus poliomyélitique, 
nous indiquions comme procédé de stérilisation des selles, source 
habituelle et commode du virus, l’utilisation de ]’éther, suivant une 
lechnique a peu de chose pres identique a celle décrite par Trasi, 
Paul et Vignec [3]. 

Mais, vers cette époque, la possibilité qui nous fut donnée d’utiliser 
de plus en plus facilement ct économiquement le pouvoir stérilisant 
(au sens pratique du terme) des antibiotiques, en particulier de la 
pénicilline et de la streptomycine, simplifia la technique d’isolement 
des virus. Aprés quelques cssais préliminaires, la purification des 
échantillons de selles destinés A ¢lre inoculés aux animaux d’expé- 
rience est conduite de la facon suivante : 

10 g de selles sont broyés dans la quantité d’eau distillée stérite 
suffisante pour obtenir 100 cm® d’une émulsion qui est grossitrement 
filtrée sur gaze. L’émulsion est laissée 4 décanter dans une éprouvette 
pendant quelques heures a la température du laboratoire. 15 cm* du 
liquide supérieur sont alors transvasés dans un flacon contenant 
100 000 _U. O. de pénicilline et 0,2 g de streptomycine. Suivant les 
circonstances, le liquide est laissé de trois 4 douze heures au contact 
des antibiotiques, toujours & la température du laboratoire. Le liquide 
est alors prét a étre inoculé (1). 

Chaque échantillon de selles ainsi traité est, en régle générale, 
inoculé a 2 lapins, chacun recevant 4 cm* de liquide par voie intra- 
musculaire, et &4 deux souris blanches, chacune recevant 0,5 cm® par 
voie intrapéritonéale. 

Ce procédé a lVavantage de multiplier les chances de succes. Si les 
lapins ne réagissent pas, on a la possibilité de sacrifier Ics souris, 
méme plusieurs semaines plus tard, pour inoculer de nouveaux lapins 
avec un broyat de leurs organcs. 

En effet, ce que nous avons écrit dans une précédente note [5] 
4 propos de la faculté qu’ont les souris de conserver et de multiplier 


(1) Cette technique de purification est tout 4 fait semblable 4 celle de 
Howilt et Barnett [4] dont nous avons eu ultérieurement connaissance. 
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io virus de Carré, s’applique non moins exactement au virus polio- 
myélitique. Et nous savons déja le réle que peut jouer le mérion 
(Meriones shawi) dans la conservation au laboratoire des virus polio- 
myélitiques adaptés ou non au lapin [6]. 

Les lapins auront été choisis d’un poids n’excédant pas 1500 g et, 
naturellement, indemnes autant que faire se pourra de maladies para- 
sitaires (gale, coccidiose) ou microbiennes (salmonellose, . pasteu- 
rellose, etc.). 

La température, prise deux fois par jour, sera le crilére de la réac- 
lion positive. Les lapins inoculés sont observés pendant au moins trois 
4 quatre semaines. La réaction peut ¢étre plus précoce, mais nous 
avons vu parfois la premiére poussée thermique ne se produire que 
vers le vingt-cinquiéme jour. Il peut arriver, lors du premier passage, 
que la réaction thermique se juge facilement grace 4 son intensité, 
mais, le plus souvent, il y aura lieu de tenir compte de toute éléva- 
tion thermique tant soit peu marquée, car celle-ci, méme fugace, 
signe parfaitement la présence du virus. C’est pour cela que nous 
insistons sur la nécessité de la prise biquotidienne de la température. 
Enfin, Ja valeur absolue de Ja température n’est pas seule a consi- 
dérer. Si, en effet, la majorité des lapins voient leur température 
osciller entre 38°8 et 39°8, il en est certains dont la température se 
maintient normalement autour de 40°. 

Pour nous résumer, disons que lors du premier passage au lapin, 
une montée thermique pendant quarante-huit heures de 5 A 8 dixiémes 
de degré au-dessus de la moyenne de la courbe thermique, entre le 
dixiéme et le vingtiéme jour, indiquera la nécessité de faire un 
passage. Il est tout a fait exceptionnel qu’un premier passage stric- 
tement aveugle (blind passage) donne des résultats. De méme, si 
4 lautopsie des lapins primo-inoculés, on ne constate aucune hyper- 
trophie de la rate, il y a peu de chances que la réaction thermique 
du lapin soit imputable au virus recherché et les passages ultérieurs 
ne donneront aucun résultat. Nous avons Vhabitude de peser toutes 
les rates de nos lapins. Les lapins que nous utilisons pésent entre 
t 200 et 1500 g. Le poids de leur rate, avant toute inoculation, varie 
entre 0,300 g et 0,600 g. Si ces lapins réagissent au virus, le poids 
de leur rate atteindra 1 g 4 2,5 g, parfois davantage. En régle générale, 
chez un lapin quelconque normal, le rapport : 


Poids de la rate (en g) X1 000 
Poids du lapin (en g) 
est inférieur a 1. 

Nous considérons qu’un lapin a réagi positivement si le rapport 
ci-dessus est égal ou supérieur a 1. 

Au fur et 4 mesure des passages on verra la durée de la période 
d’incubation se raccourcir. En régle générale, le virus est bien fixé 
entre le troisiéme et le cinquiéme passage, mais il peut arriver que 
10 4 15 passages difficiles soient nécessaires avant que la transmis- 
sion de lapin 4 lapin devienne aisée. D’autres virus se fixcront rapi- 
dement et, des le second passage, la réaction du lapin scra_ facile 
a lire. Ceci est surtout vrai si l’échantillon de selles contenant le virus 
a été passé en premier lieu sur la souris. Les souris inoculées par 
voice intrapéritonéale sont sacrifiées 4 l’éther aprés le neuviéme jour. 
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On préléve cerveau, moelle et rate, et on inocule 2 lapins dans le 
péritoine et dans les muscles. Cette facilité, en général plus grande 
que l’on a 4a fixer au lapin un virus passé par souris, nous fait 
penser que, non seulement la souris filtre et purifie le virus, mais 
encore que celui-ci se multiplie. Un virus bien fixé au lapin déter- 
mine une maladie le plus souvent mortelle pour cette espéce. 

L’incubation sera de deux & six jours. La montée thermique brutale 
entre 40°5-41°5, parfois 42°, dure deux A trois jours. La mort survient 
dans une trés forte proportion, de l’ordre de 95 p. 100. Tous les 
organes du lapin sont virulents, en particulier le sang, au moment 
de la poussée thermique. 

Le cerveau, la moelle, Je foie, la rate sont parfaitement virulents. 
En régle générale, nous utilisons la moelle épiniére pour les passages. 
Le lapin est sacrifié par saignée totale 4 la carotide et dépouillé. 

La téte est détachée et la colonne vertébrale sectionnée au niveau 
des derniéres vertébres lombaires. La moelle repoussée a l’aide d’une 
tige métallique tombe dans une boite de Petri. 

Bien que la virulence de la moelle soit telle qu’une émulsion a 10—7 
est encore virulente, nous utilisons en général des émulsions au 1/100 
ou au 1/1000, dont 2 & 3 cm® sont inoculés 4 2 lapins neufs par 
voie péritonéale. 

Signalons la grande résistance du virus au début d’autolyse de la 
moelle aprés la mort. 

Quand nous désirons passer le virus en provenance d’un lapin qu’une 
mort nocturne ou dominicale n’a pas permis de sacrifier, nous traitons 
toujours I’émulsion de moclle par la pénicilline et la streptomycine, 
ce qui évite toute infection microbienne surajoutée. 

Les voies d’inoculation du virus chez le lapin sont d’une grande 
variété ; les inoculations intrapéritonéales, intracutanées, intracéré- 
brales, intrarachidiennes, sous-cutanées, intraoculaires, intranasales 
. donnent les mémes succés. Seule la durée d’incubation peut s’allonger 
jusqu’& six ou sept jours si la dose de virus inoculé est trés faible. 

Nous ne reviendrons pas ici sur |’identification d’un virus adapté 
au lapin, sujet traité ailleurs. Au cours de ces cing derniéres années, 
les techniques indiquées ci-dessus nous ont permis d’isoler 54 virus 
poliomyélitiques — ou du méme groupe (2) — Aa partir de 259 prélé- 
vements de selles de malades plus ou moins suspects. Par suite d’impos- 
sibilités matérielles, bien souvent un seul examen a été pratiqué pour 
un prélévement donné. La répétition des examens aurait stirement 
amené un bien plus grand pourcentage de réussites. 

Si, au cours du travail expérimental, on utilise comme matériel 


(2) La frontiére sur le plan clinique est bien difficile 4 tracer entre polio- 
myélite et hépatite a virus. 11 en est de méme sur un point au moins de 
la biologie de ces virus. Le lapin réagit de la méme fagon au_ virus 
contenu dans les selles d’un poliomyélitique cliniquement certain, ou d’un 
poliomyélitique ne présentant que la forme méningée (6), au virus d’un 
malade atteint de séquelles paralytiques d’une hépatite 4 virus {7] ou d’une 
hépatite A virus sans séquelles paralytiques {8}. 

Voir tout particuliérement sur les difficullés cliniques du diagnostic 
différentiel, le livre de MM. P. Kissel et G. Arnould : Les maladies a virus 
lymphotropes (G. Doin, éditeur), en particulier Je chapilre sur les mani- 
festations neurologiques de Vhépatite épidémique. 
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virulent des moelles de singe récoltées stérilement sur des animaux ~ 
infectés et sacrifiés in exlremis, ou de moelle humaine prélevée peu 
de temps aprés la mort, le premier passage au lapin aura une incu- 
bation en général plus courte que si l’on part des selles. Rappelons 
qu’un virus (moelle de singe) conservé plus de deux ans en glycérine 
\ la glacitre se montre parfaitement virulent pour le lapin. 

Il ne nous a pas été possible de déterminer 4 quel type appartiennent 
les nombreux virus isolés A Casablanca des selles de malades de prove- 
nances tres diverses. 

Nous avons, dans la mesure du possible, recherché l’origine probable 
de la contagion pour un certain nombre de malades a partir desquéls 
le virus a été isolé des selles sur lapin avec ou sans l’aide de la souris 
ou du mérion. Pour 37 malades, il était vraisemblable que la contagion 
s’était faite au Maroc, tandis que pour 7 autres la contagion était 
probablement de source européenne. Cette diversité d’origine des virus 
considérés fait qu’il n’est pas interdit de penser que si la majorité de 
ces 44 virus appartient vraisemblablement au type Brunhilde le plus 
commun, certains peuvent appartenir soit au type Leon, soit au type 
Lansing. 

Tous se sont comportés chez le lapin de fagcon pratiquement iden- 
tique. Nous avons d’ailleurs, A plusieurs reprises, inoculé et transmis 
en série au lapin la souche Lansing originale entretenue sur souris. 

Ces quelques indications techniques permettront peut-étre A ceux 
qui voudront le tenter, de mieux réussir a fixer et A entretenir sur 
fe lapin le virus poliomyélitique et Ices virus voisins (3). 
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(A suivre.) 
LIVRES RECUS 


H. Stevenin. — Facteurs biologiques, médicauz et sociaux de la mor- 
talité et de la longévité. 1 vol., 495 p., 40 fig. Masson et Ci*, édit. 
Paris, 1950. 


Jusqu’ici il n’existait en France aucun ouvrage réunissant les ensci- 
gnements utiles aux médecins d’assurances. Cette lacune vient d’étre 


(3) Rappelons qu’une technique identique en ce qui concerne Vutilisation 
du lapin nous a permis de transmettre A cetle espéce, le virus de $a 
maladie de Carré (voir la bibliographie de la note précédente) et celui 
de Vhépatite contagieuse du chien [Maladie de Rubarth] (voir: Bull. Acad. 
Vétér. Franee, novembre 1952, sous presse). 
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comblée avec l’ouvrage de H. Stevenin. Tout en faisant de larges 
emprunts aux traités étrangers, H. Stevenin a composé un ouvrage 
personnel adapté spécialement aux médecins francais. Un des chapitres 
traitant de la mortalité et de sa mesure a été rédigé par un actuaire : 
M. H. Jecklin. Ce livre fait une synthése des problémes que souléve, 
au point de vue médical, l’assurance sur la vie. C’est une simple 
probabilité de vie normale que le médecin doit affirmer, mais elle 
est difficile 4 déterminer. Le probléme s’est encore compliqué depuis 
que les compagnies d’assurances sur la vie étendent le bénéfice A des 
individus atteints d’affections parfois sérieuses, compatibles cependant 
avec une existence assez longue. Les éléments nécessaires A la déter- 
mination de la probabilité de vie normale et A l’appréciation des 
risques aggravés sont donnés dans cet ouvrage qui est divisé comme 
suit : 

I. L’assurance sur la vie au point de vue médical. 

II. Les facteurs biologiques et sociaux qui influent sur la durée de 
la vie. 

III. Influences pathologiques : le pronostic vital Gloigné. 

M. G. 


M. Aron et C. Aron. — Eléments d’endocrinologie physiologique. 1 vol. 
517 p., 52 fig. Masson et C#, édit., Paris, 1950. 


Cette excellente mise au point essaye de mettre de l’ordre parmi 
les documents innombrables et souvent contradictoires qui concernent 
Vendocrinologie physiologique. Son ambition est de construire des 
cadres ot les apports anciens ou récents viendront prendre leur place 
logique. Les auteurs envisagent ]’intervention des hormones dans la 
série des grands processus biologiques qu’elles déterminent ou 
influencent sans omettre de considérer les hormones chez tous les 
étres vivants et de mettre celles des vertébrés & leur place dans une 
classification générale. Le plan de leur ouvrage est le suivant : 

I. Généralités sur les hormones : historique, définition et classifica- 
tion des hormones. 

II. Les hormones des vertébrés : rappel des notions morphologiques 
et histo-physiologiques relatives aux glandes endocrines hormonogénes, 
propriétés générales des hormones des vertébrés. 

Ill. Réle des hormones dans les grands processus biologiques : les 
hormones et la croissance, les phénoménes métaboliques, le systéme 
neuro-musculaire, les activités glandulaires, les éléments figurés du 


sang, les phénoménes de la sexualité, varia. 
M. G. 


R. Daley et H. G. Miller. — Progress in clinical medicine, 2° édit., 
1 vol. 426 p., 48 fig:, J. et A. Churchill, édit., Londres, 


1952. Prix : 30 sh. 


Les progrés effectués par la médecine clinique depuis la premiére 
édition de l’ouvrage (1948) sont considérés par les rédacteurs R. Daley 
et H. G. Miller, comme si considérables qu’ils ont nécessité une refonte 
complete du premier volume, dont presque tous les articles ont été 
\ nouveau rédigés. L’édition de 1948, qui avait paru juste apres la 
suerre, contenait certains chapitres comme ceux des maladies tropicales 
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et vénériennes, qui ont fait place 4 d’autres dans le présent volume. 

Parmi les sujets qui sont traités pour la premitre fois citons l’angio- 
graphie cérébrale, la cortisone et 1’ACTH, la toxoplasmose, 1’électro- 
cardiographie, le parkinsonisme et les nouveaux antibiotiques. En 
outre, des chapitres sont consacrés A la médecine industrielle, aux 
traitements physiques des maladies mentales et a l’aspect psycho- 
somatique de certaines maladies, en particulier du rhumatisme. Les 
treize parties du livre sont rédigées par autant de spécialistes et une 
courte bibliographie accompagne chacune d’elles. 

dale MN 


M. E. Florey. — The clinical applications of antibiotics. Penicillin. 
1 vol. 730 p., 115 fig., Geoffrey Cumberlege, Oxford University 
Press, Londres, 1952. Prix : 4 livres 4 sh. 


Le présent volume, bien que constituant un tout par lui-méme, est 
la suite de la monographie en deux tomes, Antibiolics, parue en 1949, 
ct qui traitait de tous les aspects de la question, sauf le point de vue 
clinique. L’ensemble sera d’ailleurs complété par un ouvrage a venir 
sur l'emploi clinique des antibiotiques autres que la pénicilline. Il 
était normal de consacrer un volume A la seule pénicilline, non seu- 
lement en raison de son intérét historique, puisque c’est le premier 
antibiotique qui ait été trouvé, mais encore parce que son étude a servi 
de modéle a celle de tous les antibiotiques, dont la découverte a suivi. 
Les différentes maladies dans lesquelles la pénicilline est active sont 
successivement passées en revue, ainsi que les modes d’administration, 
le dosage et les incidents du traitement (action toxique, allergique, etc.). 
Une bibliographie de 73 pages comprenant prés de 400 références, ainsi 
qu’une table par matiéres ect par auteurs cités, complétent le volume. 


Tite ie 


Nouveaug étalons biologiques. Cinquigme Rapport du Comité d’Laperts 
pour la Standardisation Biologique (OMS). Organisation Mondiale 
de la Santé : Série de Rapports techniques, n° 56, 24 p. Prix 
Ir. fr. 50, Fr. s. 0,60, 1 sh. 3 d. ou dollars 0,15. Il existe également 
une édition anglaise. 


Comptes rendus des travaux de ce Comilé sur de nombreuses ques- 
tions : vaccins anticholérique, antidiphtérique, antitétanique, sérums 
antistreptococcique et autres, tuberculine, diagnostic de la syphilis, 
vitamines, hormones, antibiotiques, immunsérums pour la détermi- 
nations des types sanguins Rh, enzymes, étalons vétérinaires, inspection 
des Centres de préparation du BCG, etc. En outre, ce Rapport contient, 
dans une annexe, une liste complete et a jour de tous les. étalons 
biologiques internationaux existant. 


Hageli, 
G. E. W. Wolstenholme. — Ciba Foundation. Colloquia on Endocrino- 


logy. Vol. II. Steroid metabolism and estimation. 1 vol. 429 Ds 
96 fig., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1952. Prix : 35 sh. 


Second volume de la série, qui réunit les communications présentées 
a deux réunions tenues 4 quelques semaines l’une de l’autre. Comme 
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dans le volume précédent, on trouvera également les discussions qui 
ont suivi ces communications. Les présents comptes rendus sont divisés 
en deux parties : 1° Dosage des hormones stéroides, avec 4 subdivisions : 
a) les métabolites urinaires de la progestérone, b) les cestrogénes uri- 
naires, ¢) les corticoides urinaires et les 17-cétostéroides, d) dosage des 
stéroides dans. les humeurs de l’organisme. 2° Métabolisme des 
stéroides et, en particulier des androgénes, de la progestérone et des 
corticostéroides.. Chacune des communications comporte sa biblio- 
eraphie. 
Liter df 


G. E. Beaumont et E. C Dodds. — Recent advances in Medicine. Cli- 
nical, Laboratory, Therapeutic. 13° édition. 1 vol. 347 p., 59 fig. ; 
J. et A. Churchill, édit., Londres, 1952. Prix : 27 sh. 6 d. 


Ce volume est la 13° édition de l’ouvrage publié pour la premiére fois 
par les mémes auteurs en 1924. Les progres de la médecine au cours des 
toutes derniéres années ont rendu nécessaire un remaniement impor- 
tant de la précédente édition. De nombreux chapitres nouveaux ont 
été ajoutés et il a fallu en éliminer d’autres, le volume n’étant pas 
plus considérable que le précédent. C’est ainsi qu’on a supprimé les 
chapitres sur la chimiothérapie, la glycosurie, le diabéte sucré, le 
traitement de la maladie d’Addison et les hormones sexuelles. En 
revanche, de nouveaux sujets ont été traités : les maladies du tissu 
collagéne, les antihistaminiques, l’emploi des isotopes radio-actifs en 
clinique. Certains sujets ont été completement remaniés, les anti- 
biotiques, par exemple, les éditions précédentes ne comprenant pas 
l’étude de V’auréomycinie, du chloramphénicol, de la streptomycine et 
de la terramycine. Les chapitres concernant la vitamine B,,, les 
hépatites, le traitement de lulcére gastrique, ont été complétés ; celui 
des tests fonctionnels du foie a été refait, ainsi que celui des groupes 
sanguins. On a mis au point la question de la fiévre Q en Grande-Bre- 
tagne, la vaccination par le BCG et les nouveaux traitements de la tuber- 
culose, les techniques de la bronchographic, etc. Un important index 
bibliographique permet de retrouver facilement les sujets désirés. 

Inigo 


J. Lodder et N. J. W. Freger van Rij. — The yeasls. A taxonomic study. 
1 vol. 713 p., 268 fig. North Holland publishing Company, 
Amsterdam, 1952. Prix : 65 florins. 


Les auteurs présentent, sous un format relativement réduit, 
713 pages, une étude systématique de la classification des levures. Cet 
ouvrage résume, apres mise a jour, les 3 monographies plus anciennes 
de 1931, 1934 et 1941 : « Die sporogenen Hefen », « Die anaskosporogenen 
Hefen », I et II. 

Les levures y sont classées en 3 familles : Endomycetaceae, Sporobolo- 
mycetaceae et Cryptococaceae, rattachées respectivement aux 3 classes 
de champignons, comme il est classique de le faire : Ascomycetes, 
Basidiomycetes et Fungi imperfecti. Sous-familles, genres ct especes 
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font lobjet d’une revue historique documentée : références biblio- 
eraphiques, dessins et synonymes contribuent 4 donner plus de prix 
a ce traité. 

Les caractéres culturaux, morphologiques et physiologiques sont 
décrits avec le plus grand soin ; les besoins en facteurs de croissance 
auraient pu néanmoins ¢tre davantage mis en évidence, en particulier 
les différents constituants du bios qui, ayant été identifiés, permettent 
d’établir des caractéres physiologiques précieux pour la taxonomie. 

Enfin, au point de vue de Ja Nomenclature, les auteurs se sont 
efforcés de respecter les recommandations du Congres de Botanique 
de Stockholm de 1950. 

Cet ouvrage, rédigé par des spécialistes avertis, est un outil de travail 
indispensable pour les mycologues et biochimistes intéressés par ]’étude 
des levures. 

P. Britcuor. 


First Internalional Symposium on Chemical Microbiology. Microbial 
growth and its inhibition. OMS, Série de Monographies, n° 10, 
226 Dee One tes oon tabl, ePrice 060m ih esl Jets SUISSCS. lL OmsShis 
3 dollars. ‘ 

Le présent volume est la réunion de toutes les communications pré- 
sentées au I Symposium international de Chimie microbiologique, 
tenu &4 Rome du 25 au 30 juin 1951, lors de l’inauguration du Centre 
international de Recherches en Chimie microbiologique. J] s’agit d’une 
édition mixte, contenant des articles soit en anglais, soit en francais, 
accompagnés chacun d’un résumé dans les deux langues. 

Ces articles sont Jes suivants : Reaction patterns in bacterial meta- 
bolism, par C. N. Hinshetwood. Libération d’acide nucléique par les 
cellules bactériennes sous l’action de la chaleur, par L. Califano. 
Vitamin-B-group substances, especially folic acid and B,, in the 
metabolism of micro-organisms, par D. D. Woods. Inducteurs et inhi- 
biteurs spécifiques dans la biosynthése d’un enzyme, par Jacques 
Monod. The lag-phase in the growth curve of Vasleurella pestis, par 
S. S. Sokhey. Studies on aeration. I., par E. B. Chain, S. Paladino, 
D. S. Callow, F. Ugolini et J. van der Sluis. Recent advances in peni- 
cillin fermentation, par M. J. Johnson. Chemistry of terramycin, par 
P, P. Regna et coll. The concept of biological potency as applied 
te closely related antibiotics, par A. A. Miles. Antibiotics as animal- 
growth stimulants, par E. M. Weber, H. G. Luther et W. M. Reynolds. 
Antifungal antibiotics, par S. A. Waksman et coll. Some aspects of 
microbial resistance to streptomycin, par M. Welsh. Genetic analysis 
of drug-resistance, par L. L. Cavalli. Relations structurales des sub- 
stances naturelles, par R. Robinson. Physiological backgroung to 
microbial inhibition, par B. C. J. G. Knight. Cycle du bactériophage 
chez une bactérie lysogéne, par A. Lwoff. Observations on Penicitlium 
chrysogenum in submerged culture. I. Mycelial growth and autolysis, 
par L. Camici, G. Sermonti et E. B. Chain. II. Cytological and cyto- 
chemical investigations, par A. Tonolo et E. Urbani. 


Has 
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A. Frey-Wyssling. — Deformation and flow in biological systems. 
1 vol. 552 p., North-Holland Publishing Company, Amsterdam, 
1952. Prix : 38 florins. 


Ce volume comprend une série de monographies sur le comporte- 
ment rhéologique des produits naturels et synthétiques, ainsi que le 
compte rendu (résumés et discusions) du premier colloque inter- 
national sur les probleémes rhéologiques en biologie, qui s’est tenu 
a Lund (Suéde) du 26 au 28 juillet 1950. Il comprend les travaux 
suivants : 

Partie A : Rhéologie dans les cellules. W. Seifriz, Les propriétés 
rhéologiques du protoplasma. M. G. M. Pryor, La rhéologie du muscle. 
A. Frey-Wyssling, Déformation des parois cellulaires chez les végétaux. 

Partie B : Translocation des liquides chez les végétaux. R. D. Preston, 
Le mouvement de l’eau chez les plantes supérieures. A. Frey-Wyssling, 
Le mouvement du latex. J. J. Hermans, Les courants visqueux a travers 
les capillaires élastiques. 

Partie GC : Translocation des liquides chez les animaux et l’homme. 
L. EK. Bayliss, Rhéologie du sang et de la lymphe. M. Amsler et 
A. Huber, Le liquide céphalo-rachidien et le liquide intra-oculaire. 
G. W. Scott Blair, Les sécrétions. P. Eggleton, Les phénoménes de 
diffusion en biologie. 

Une importante bibliographe et un index analylique complétent le 
volume. 

Bleed 


H. Burrows ct E. Horning. — Ofstrogens and neoplasia. 1 vol. 189 p., 
Blackwell Scientific publications, Oxford, 1952. Prix : 30 sh. 


Les auteurs ont rédigé cet ouvrage, non seulement parce que les 
néoplasies cestrogénes, bénignes ou malignes, sont les tumeurs les 
plus fréquentes chez la femme, mais aussi parce que le sujet est 
nouveau & bien des points de vue. Ils ont expérimenté sur |’animal, 
chez lequel ils ont réussi 4 produire des tumeurs avec les cestrogénes 
de divers organes, et comparé leurs résultats avec ceux de la clinique 
humaine. Leurs conclusions peuvent se résumer comme suit. Les 
néoplasies par cestrogénes, qu’elles soient bénignes ou malignes, sont 
des phénoménes pathologiques spéciaux. Du point de vue clinique et 
expérimental, le cancer par cestrogéne est aussi différent des cancers 
provoqués par irradiation ou produits chimiques que la _ fiévre 
typhoide l’est du typhus. Les tumeurs cestrogeénes ne sont pas pro- 
voquées par une surabondance passagére de l’cestrogéne, mais par un 
apport incessant et prolongé de l’hormone. Chez l’homme, le cancer 
par cestrogéne présente avec les autres tumeurs malignes un caractére 
commun : le long intervalle qui s’écoule entre la cause et l’effet. Chez 
l’animal, il a souvent été nécessaire, pour obtenir un cancer dans 
certains organes, d’utiliser une lignée particuliére ; ceci montre que 
le développement d’une tumeur cestrogéne maligne peut requérir la 
coopération de plusieurs facteurs. 

L’ouvrage est divisé de la facon suivante : Les sources d’cestrogéne et 
les facteurs affectant sa concentration et ses effets. L’action des 
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cestrogénes sur les cultures de tissus. Tumeurs de I’ hypophyse. Tumeurs 
de l’ovaire, du testicule. Tumeurs des surrénales, du rein, de la vessie, 
de l’épididyme, des os. Leacémies et leucoses. Sarcomes sous- -cutanés. 
Tumeurs de la prostate, de l’utérus, du sein. Facteurs héréditaires 
dans les cancers du sein. Prévention, traitement, chimiothérapie des 
tumeurs cestrogénes. Tumeurs qui sécrétent des cestrogénes. Biblio- 


eraphie et index alphabétique. 
He Ys 


E. Carlinfanti ct F. ee aes — Tratlato di malattie infeltive. 3° vol. 
Edit. scientif. ital. Naples, 1951, 1254 p. Prix : 11 000 lires. 


Ce troisitme volume étudie le charbon, la gangréne gazeuse, diverses 
infections par les anaérobies (tétanos, etc.), la tuberculose, la lépre, les 
maladies dues aux champignons et aux actinomycétes, certaines spiro- 
chétoses, la leishmaniose, les trypanosomiases, le paludisme, la toxo- 
plasmose et l’amibiase. Un grand nombre de figures, une importante 
bibliographie et un index analytique complétent louvrage. 

Waly ak, 


E. J. Farris. — Human fertility and problems of the. male. The 
author’s press, New-York, 1950. 1 vol., 211 p. Prix: 5 dollars. 


L’auteur de ce livre a recu, en 1949, le Prix de l’American Urological 
Association, destiné au meilleur travail sur la stérilité de Vhomme. 
Le présent ouvrage est le résultat de dix ans de recherches sur la 
question. Il en résulte que plus de 5 millions de couples aux Etats-Unis 
ou bien n’ont pas d’enfant et désircraient en avoir, ou bien en ont 
déji et voudraient voir leur famille s’augmenter. Contrairement A la 
croyance commune, la stérilité d’un ménage dépend dans les deux 
tiers des cas du mari et non de la femme. Aussi l’auteur envisage les 
différents aspects de la stérilité chez Vhomme, se réservant de le 
faire chez Ja femme dans un prochain ouvrage. Il étudie les causes 
physiologiques et psychologiques qui peuvent empécher l’homme de 
procréer, l’action de la fatigue, de l’4ge ; enfin les remédes : adminis- 
tration de vitamine E, de diverses hormones isolées ou combinées, ete. 
Un chapitre est consacré 4 l’insémination artificielle. Enfin l’auteur 
expose les résultats qu’il a obtenus chez 100 ménages stériles et qui, 

la suite de. ses conseils et traitements, ont pu mettre un enfant au 
monde. 


lakh 


Comilé d’Experts du Trachome. Premier Rapport. OMS. Série de 
Rapports techniques, n° 59, 22 p. Prix : 50 fr. ; 0,60 fr. suisses, 
1,3 sh., ou 0,15 dollars. 


Le Comité a recu mandat « d’examiner le probleme du trachome en 
vue de soumettre 4 OMS les recommandations pratiques pour la 
lutte contre la maladie », Ce premier Rapport étudie la chimiothé- 
rapie du trachome (qui est curable grace aux antibiotiques et aux 
sulfamides), les méthodes de lutte contre le trachome applicables dans 
les pays insuffisamment développés, la prophylaxie, les moyens 
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d’arriver & une coopération internationale dans le domaine de la 
recherche, adoption d’un schéma de notation des stades cliniques. 
Deux annexes envisagent les recherches qui restent A faire sur le plan 


international ou individuel. 
Je, AB. 


Antibiotics. A survey of their properties and uses. The Pharmaceutical 
Press, Londres, 1952, 290 p. + IX, 24 fig. Prix : 25 sh. 


Ce volume, Gdité par le Council of Pharmaceutical Society of Great 
Britain, est la seconde édition de l’ouvrage qui avait paru en 1946, 
au début de l’emploi commercial de la pénicilline, sous le titre : « Peni- 
cillin ; its properties, uses and preparation ». Il comprend 1’étude des 
antibiotiques qui ont été découverts depuis, c’est-ai-dire : streptomycine, 
chloramphénicol, auréomycine, terramycine, tyrothricine, bacitracine, 
polymyxine, elc. Geux-ci sont éltudiés du point de vue de leur fabrication 
commerciale et de leurs propriétés. Un chapitre est consacré & chacun 
des principaux d’entre eux, puis on passe en revue leurs méthodes de 
dosage, leur emploi en clinique humaine et en pratique vétérinaire. 
D’autres chapitres étudient les recherches expérimentales: mode 
d’action sur les bactéries, sensibilité et résistance de celles-ci, les 
préparations pharmaceutiques des différents antibiotiques et leurs 
diverses indications, enfin l’aspect légal des antibiotiques, c’est-d-dire 
la législation qui les concerne. Une liste des principales préparations 
“commerciales est donnée, avec le nom du laboratoire qui les fabrique et 
une bréve description de leur composition. Une bibliographie est 
ajoutée A chacun des chapitres, ce qui porte le nombre des références 


du volume total a pres de 900. 
lglecdlie 


A. R. Meetham. — Almospheric pollution. Ils origins and prevention. 
268 p., 81 fig. Pergamon Press, Londres. Prix : 35 sh. 


Ce n’est pas la premitre fois qu’on signale les dangers de la pollu- 
tion de l’atmosphére, puisque, peu de temps aprés le début de lutili- 
sation du charbon A Londres, au xiu® siécle, le Parlement vota, en 1278, 
une loi interdisant de brdler du charbon dans la capitale, et qu’en 1306 
un constructeur fut condamné 4 mort et exécuté pour lavoir traus- 
eressée. Cependant, dés le régne d’Elisabeth, la répression devait s’étre 
adoucie, puisque la reine recut & Wesminster une députation des 
femmes de Londres qui venaient se plaindre du « dangereux usage du 
charbon ». C’est en effet la fumée qui constitue la principale source 
de pollution de lair des villes (et non l’entassement des habitants, 
comme on aurait tendance a le croire), puisqu’on estime que plus 
de 8 millions de tonnes de particules provenant de la combustion du 
charbon et autres combustibles sont annuellement déversées dans 
Vatmosphére en Grande-Bretagne. Ces particules proviennent des 
fumées, des cendres ; enfin du SO, est formé en grande quantité par 
la combustion du charbon, du coke et de certains combustibles 
liquides. D’autres sources de pollution sont les usines de produits 
chimiques d’ot peuvent provenir, non seulement des gaz nocifs, mais 


- 
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des particules solides arrachées aux différents appareils. Enfin, en 
Angleterre, l'eau de mer en s’évaporant laisse dans lair du sel qui, 
chassé par le vent, peut également étre nuisible. Apres cette étude des 
sources de pollution atmosphérique, un chapitre du volume est consacré 
aux différents appareils permettant de mesurer le degré de pureté de 
lair et d’évaluer les différents éléments de sa pollution ; un autre, aux 
variations annuelles ou quolidiennes de cette pollution. Enfin, les 
effets de Ja souillure de l’atmosphére sont rapidement étudiés : 
influence sur la santé de l’homme, sur les animaux, sur les plantes et 
sur différents matériaux, en particulier les pierres des monuments. Si 
les conséquences que la pollution de l’air entraine pour la santé des 
habitants des villes ne peuvent ¢tre évaluées en chiffres, certains dom- 
mages qu’elle provoque peuvent cependant se calculer, et on admet 
qu’elle a cotité en Grande-Bretagne pour la seule année 1947, 100 mil- 
lions de livres. Les deux derniers chapitres sont consacrés aux mesures 
qui doivent étre prises pour empécher la pollution atmosphérique et 
aux différentes lois qui les ont édictées. 
Jai al 


F. E. Simou, N. Kurti, J. F. Allen ct K. Mendelssohn. — Low tempe- 
ratures physics. Pergamon Press, Londres, 1952, 1 vol. 132 p., 
20 fig. Prix : 21 sh. 


Ce volume comprend 4 conférences prononcées a la Royal Institution 
en février et en mars 1950. 

1° Les problémes des basses tempéralures, élude d’ensemble, par 
Ir. E. Simon. Si la physique des basses températures est maintenant 
Vune des branches les plus actives de la science moderne, l’intérét 
qu’elle suscite est trés récent. A Ja fin du siécle dernier, les savants 
les plus éminents, Helmoltz par exemple, ne pensaicnt pas que les 
températures voisines du zéro absolu présentent d’importance parti- 
culiére. Comme on le sait, c’est Kamerlingh Onnes, a Leyde, qui, le 
premier et le seul pendant longtemps, s’attaqua au probléme et 
réussit la liquéfaction de Vhélium, ce qui l’amena & la découverte 
inattendue de la superconductivité des métaux aux basses températures. 
L’auteur expose briévement les principes impliqués dans les techniques 
d’obtention des basses températures et dit quelques mots de la conduc- 
tivité thermique et des propriétés des solides (dont on sait d’ailleurs 
tres peu de chose) aux températures inférieures 4 1° K. Enfin il pose 
la question de savoir si le zéro absolu est vraiment impossible a 
atteindre. 

2° Les températures inférieures d@ 1° absolu, par N. Kurti. Pourquoi 
cette place d’honneur attribuée aux températures inféricures a 1° K ? 
D’abord la nouveauté du sujet, car si des températures de 80° K (qu’on 
peut obtenir avec l’air liquide), et méme de 10° K ou 1° K (qu’on a 
réussi 4 obtenir avec l’hélium liquide) ont été atteintes depuis soixante- 
dix et quarante ans, on nest arrivé aux températures inférieuyes 
i 1° K que depuis 1933, c’est-d-dire, si on retranche les années 1939 
4 1946 pendant lesquelles les recherches ont été complétement arrétées, 
depuis moins de dix ans. D’autre part, au-dessous de 1° K, la technique 
de la liquéfaction des gaz comme source de froid n’est plus utilisable, 
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et il a fallu inventer d’autres méthodes totalement différentes, que 
Vauteur décrit. [1 expose également les phénoménes (paramagnétisme, 
phénoménes nucléaires) qu’on rencontre A ces températures. 

3° L’hélium liquide, par J. F. Allen, travail dans lequel l’auteur 
décrit en détail toutes les curieuses propriétés des différents isotopes 
de Vhélium liquide et les énigmes qu’il recéle encore. 

4° La superconductivité, par K. Mendelssohn. Bien que sa découverte 
remonte a quarante ans, nous n’avons encore aucune explication satis- 
faisante de la superconductivité aux basses températures. Il semble 
seulement qu’elle ne soit pas répartie au hasard parmi les métaux, 
mais que ceux-ci se divisent en deux groupes A ce point de vue : 
si on considére le tableau périodique de Mendeléeff, on remarque que 
les superconducteurs sont compris dans les zones de volumes atomiques 
intermédiaires entre les plus grands atomes et les plus petits. L’auteur 
termine son étude en posant la question de l’utilité pratique de la 
superconductivité ; il semble que cette utilité soit trés limitée, étant 
donné les difficultés d’obtention des basses températures. Enfin, tout 
en rappelant que les hypothéses ne sont pas des faits, mais que d’autre 
part, il n’y a pas de progrés sans spéculation, il se permet quelques 
vues personnelles sur l'état possible de la matiére au zéro absolu. 

lite 4 


M. H. Holstein. — Biologie d’Anopnenrs GAmpBrar. Recherches en 
en Afrique Occidentale Francaise. OMS, Série de Monographies, 
n° 9, 176 p. Prix : 640 fr. ; 8 fr. suisses ; 10 sh. ; 2 dollars. Edition 
anglaise en préparation. 

Aprés un premier chapilre consacré 4 des données climatologiques 
et géographiques générales en Afrique Occidentale Francaise et 
Haute-Volta, l’auteur décrit ses méthodes de recherche (récolte, élevage, 
technique de dissection, etc.). Les chapilres suivants sont consacrés 4 
la morphologie et a la biologie d’A. gambiae aux divers stades de son 
développement, & son rdle dans la transmission du paludisme, a 
l’étude de ses différentes races et variétés et & leur anthropophilie ou 
zoophilie. Dans une premiére annexe l’auteur passe bri¢vement en 
revue la répartition géographique des espéces, et dans deux autres il 
donne les indices sporozoitiques d’A. gambiae en Afrique et au Brésil 
ainsi qu’une clé de détermination des Anophéles communs en Afrique 
Occidentale Francaise. La bibliographie comprend 388 références. . 

Ie ieats 


W. N. Abbott. — The electrical factor in metabolism, 2° vol. 452 p., 
The Commercial Printing Cy, Wellington, Nouvelle-Zélande. 


L’auteur attire l’attention sur Vimportance des facteurs électriques 
dans un grand nombre de phénoménes physiques _et biologiques : 
marées (que l’attraction lunaire ne suffit plus a expliquer), propriétés 
de l’eau, apparition des épidémies (rapports des épidémies de polio- 


myélite avec les taches solaires), cancers, etc. ee 
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G. E. W. Wolstenholme. — Ciba Foundation. Colloquia on Endocri- 
nologie. T. UI. Hormones, psychology and behaviour ; Steroid 
hormone administration. 1 vol., 380 p., 78 fig. J. et A. Churchill, 
édit., Londres, 1952, Prix : 35 sh. 

T. IV. Anterior pituitary secretion and hormonal influences in 
water metabolism. 1 vol. 591 p., 189 fig., 1952. Prix : 45 sh. 


Ce tome II étudie linfluence des hormones stéroides sur les réactions 
psychologiques et sur le comportement. Il est divisé en deux volumes. 
Le premier comprend 5 parties : I. Réactions psychologiques et compor- 
tement dans le cas de production physiologique des hormones stéroides 
(réactions, dans les deux sexes, chez l’homme, chez l’animal d’expé- 
rience, chez les animaux domestiques et chez les animaux en captivité 
des jardins zoologiques). II. Réactions psychologiques dans le cas de 
perturbation de la sécrétion des hormones stéroides (comportement 
dans les différentes maladies endocrines ; résultats observés chez 
Vhomme et chez l’animal d’expérience ; maladie d’Addison). II. Le 
comportement A la suite de l’administration de stéroides (effets 
de l’administration thérapeutique des hormones  cortico-surrénales 
et ACTH). IV. Effets des hormones sur le systeme nerveux. V. Discus- 
sion de méthodologie. Le second volume est constitué par les comptes 
rendus du Premier Colloque de la Fondation Ciba sur 1’endocrinologie. 
Aucun manuscrit n’avait été remis A cette occasion et le volume 
reproduil simplement les enregistrements qui ont été fails des commu- 
nications et de leurs discussions. Il passe en revue les techniques 
d’administration des cestrogénes aux volailles et les résultats obtenus, 
Vadministration d’émulsions ou Vimplantation d’hormones _ stéroides 
chez Vhomme et chez les animaux, le métabolisme de Ja progestérone, 
les modes d’administration des 17-cétostéroides, des hormones sexuelles, 
la provocation expérimentale de la lactation chez la chévre par Vadmi- 
nistration d’hormones stéroides naturelles ou synthétiques, etc. 


Le tome IV contient les comptes rendus (accompagnés des discussions 
qui ont suivi les communications) de deux colloques tenus a six mois 
lun de Vautre. Le premier était consacré 4 Vhypophyse antérieure et 
se divise en sept parties : Anatomie, histologie et cytologie de Vhypo- 
physe antéricure. Mécanismes nerveux et humoraux qui régissent la 
sécrétion. L’hormone de croissance. Les gonado-trophines. L’hormone 
thyréotrope. L’ACTH. L’hormone lactogéne. 

Le second colloque, moins important, a étudié l’influence des hor- 
mones sur le métabolisme de l’eau : excrétion du NaK, réle des hormo- 
nes du cortex surrénal, de hormone antidiurétique de l’hypophyse 
postérieure, role du foie, des mécanismes rénaux et extra-rénaux dans 
le métabolisme de eau, importance des électrolytes, etc. 

Comme les précédents, le volume est accompagné d’un index biblio- 
graphique. 


lols Ah 
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